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PRO DROGAS POLIMERICAS DIRECIONADAS CONTENDO LIGANTES
MULTIFUNCIONAIS

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS
Este pedido de patente reivindica prioridade do pedido de patente US No. 60/844.943
depositado em 15 de setembro de 2006, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por

referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Sabe-se que muitos dos agentes anti-cancer de baixo peso molecular apresentam
toxidez significante. Ao longo dos anos, varias tentativas de se reduzir a toxidez e melhorar a
eficacia destes agentes anti-cancer de baixo peso molecular foram apresentadas.

Uma tentativa de se reduzir a toxidez e melhorar a eficacia destes agentes anti-cancer
de baixo peso molecular foi direcionada a sistemas de transporte de drogas focada em
agentes direcionadores. Por exemplo, o agente direcionador, tal como anticorpo de cadeia
simples, peptideos RGD ou acido félico, pode direcionar o transporte do agente terapéutico €
melhorar seu efeito terapéutico. Ao mesmo tempo, o transporte direcionado de
quimioterapicos muito potentes reduz sua toxidez. A estratégia foi validada, por exemplo,
pela aprovagdo de Mylotarg® a gentuzumab zogamicina da Wyeth, um anticorpo humanizado
anti CD33 ligado a citotoxina caliqueamicina, para leucemia mieloide aguda (AML) pelo
FDA.

Tradicionalmente, os imunoconjugados incluem trés componentes: um agente
direcionador tal como um anticorpo monoclonal, uma citotoxina e um ligante.

Entretanto, esta estratégia requer que o anticorpo mantenha um alto grau de sua
afinidade de ligagdo a seu antigeno depois da conjugagdo com a droga. Mais ainda, os
conjugados anticorpo-droga precisam ser estaveis em tampdes ou plasma e ndo devem liberar
a toxina prematuramente durante o trajeto. Eles precisam também ser internalizados
considerando que o anticorpo se liga ao seu antigeno na superficie da célula. Mesmo assim, a
molécula da droga precisa ser liberada intacta dentro da célula tumoral desejada numa
velocidade também desejada.

Anticorpos de cadeia simples (SCAs) ou anticorpos antigeno-ligantes de cadeia

simples incluem o dominio de ligagdo de um anticorpo completo com apenas um quarto de
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seu tamanho. Entretanto, SCA pode se ligar ao antigeno especificamente com alta afinidade.
Uma descri¢do da teoria e da produgio de proteinas antigeno-ligantes de cadeia simples pode
ser encontrada, por exemplo, nas patentes US Nos. 4.946.778, 5.260.203, 5.455.030 e
5.518.889. As proteinas antigeno-ligantes de cadeia simples produzidas pelos processos

5 citados nos documentos de patente US acima citados possuem especificidade de ligagdo e
afinidade substancialmente similar ao fragmento Fab correspondente, seus ensinamentos
sendo aqui incorporados por referéncia. Mais recentemente, o documento de patente US No.
6.872.393 revelou polipeptideos de cadeia simples de oxido de polialquileno. Os
ensinamentos de cada uma das patentes a seguir sdo aqui incorporados por referéncia.

10 A despeito das tentativas e avangos, ainda existe a necessidade de se prover sistemas
de transporte poliméricos de drogas focados em agentes direcionadores tendo atividade
terapéutica desejada e menor toxidez. A presente invengdo se concentra nesta necessidade e

em outras.

15 SUMARIO DA INVENCAO
De modo a sobrepor os problemas acima mencionados e melhorar a tecnologia para
transporte de drogas por polimeros, sdo providos compostos novos e vantajosos que
empregam o uso de ambas as tecnologias de agente direcionador e PEGilag¢io assim como
técnicas terapéuticas melhoradas. Sendo assim, de acordo com um aspecto da presente
20  invengdo sdo providos compostos de Férmula (I):

Dy—(L1)a—L—(L3)o—D5

R

A
em que:
R € um polimero hidrossoluvel substancialmente ndo-antigénico;

A éum grupo de prote¢do ou

25 Di—(L1)a—L2—(L3)p,— D> :
cada D, ¢ independentemente selecionado dentre por¢des direcionadoras, grupos

funcionais e grupos de saida, preferencialmente porgdes direcionadoras;
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cada D> ¢ independentemente selecionado dentre porg¢des biologicamente ativas,
grupos funcionais e grupos de saida. preferéncialmente por¢des biologicamente ativas;

cada L; € independentemente um ligante permanente ou um ligante labil,
preferéncialmente um ligante permanente;

L, é um ligante multifuncional;

cada L3 ¢ independentemente um ligante permanente ou um ligante labil,
preferéncialmente um ligante labil; e

(a) e (b) sdo independentemente zero ou um ndmero inteiro positivo,
preferéncialmente zero ou 1.

Em um aspecto da invengéo, o residuo polimérico € um 6xido de polietileno que pode
ser conjugado tanto a moléculas de droga pequenas quanto a anticorpos de cadeia simples
(SCA) por meio de ligantes labeis e ligantes permanentes por meio de ligantes
multifuncionais. Desta maneira, sdo apresentados compostos que fornecem uma plataforma
de transporte SCA-PEG-Ligante-Droga para encaminhamento direcionado de compostos
citotoxicos que sdo moléculas pequenas. Adicionalmente, ¢ vantajoso que a carga de ambos
molécula pequena e SCA por local de ligagdo sejam aumentados em comparagdo com 0s
conjugados SCA-droga tradicionais. Assim, sdo apresentadas pro drogas SCA direcionadas
que sdo custo-efetivas e de baixo custo. Mais ainda, as pro drogas da presente invengio
proporcionam métodos para regulagdo da meia-vida de circulagdo das drogas, por exemplo,
com o aumento da meia-vida de circulagdo, quando desejado, através do uso de ligantes
apropriados.

Em um aspecto geral da presente inven¢do, sem limitagdo, é descrito na estrutura

abaixo:

Targeting—(permanent linker)—(multifunctional linker )—(releasame Iinkea—Drug
Moiety

onde: “targeting moiety” = porgédo direcionadora, “multifunctional linker” = ligante
multifuncional, “releasable linker” = ligante labil e “drug” = droga ,

em que PEG ¢ ligado a ambos SCA e droga, tal como um agente citotdxico, por meio de um
ligante multifuncional centralmente posicionado; o ligante com o SCA € permanente
enquanto que o ligante com o agente citotdxico € labil e pode ser configurado para ser estavel

no sangue, mas facilmente degradado na presenga de uma enzima sitio-especifica.
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Em um aspecto preferido, o SCA ¢ ligado por meio de um ligante permanente tal
como um contendo um grupo maleiimida e o agente citotoxico por meio de um ligante labil
tal como um ligante peptidila (Val-Cit) que pode ser especificamente degradado pela
captesina B. Em uma modalidade preferida, o agente citotoxico é SN38.

Aspectos adicionais da presente invengdo incluem métodos para fazer os polimeros
ativados contendo ligantes multifuncionais, métodos para preparar conjugados contendo 0s
mesmos assim como métodos de tratamento baseados na administragio de quantidades
eficazes dos conjugados contendo uma porgio biologicamente ativa ao paciente (mamifero)
com necessidade do mesmo.

Uma das vantagens da presente inven¢do € a de que os sistemas de transporte
poliméricos aqui descritos sdo estaveis e, assim, aumentam a biodisponibilidade de drogas.

Uma outra vantagem ¢ a de que os sistemas de transporte polimérico podem liberar as
drogas intactas dentro das células tumorais alvo.

Ainda outra vantagem ¢ a de que a razdo de liberagdo das drogas pode ser modificada
para alcancar uma velocidade desejada.

Uma outra vantagem, ainda, dos sistemas poliméricos correspondendo a presente
invengdo € a de que eles sdo apropriados para drogas de baixo pelo molecular e
oligonuneotideos tais como RNAs de pequena interferéncia antisenso (siRNA) ou compostos
LNA.

Outras vantagens e vantagens adicionais ficardo evidentes a partir da descrigdo a
seguir.

Para os fins da presente inveng¢do, o termo “residuo” deve ser entendido como
significando uma parte do composto ao qual se faz referéncia, i.e. citotoxina, SN38, ligante
permanente, ligante multifuncional. ligante labil, etc. que permanece depois do composto ter
sofrido reagdo de substituigdo com um outro composto.

Para os fins da presente invengdo, o termo "residuo polimérico” ou "residuo PEG"
deve ser entendido como significando a por¢do do polimero ou do PEG que permanece
depois que este tenha sofrido uma reagdo com outros compostos, porgdes, etc.

Para os fins da presente invengdo, alquilas substituidas incluem carboxialquilas,
aminoalquilas, dialquilaminos, hidroxialquilas e mercaptoalquila; alquenilas substituidas

incluem carboxialquenilas, aminoalquenilas, dialquenilaminos, hidroxialquenilas e
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mercaptoalquenilas; alquinilas substituidas incluem carboxialquinilas, aminoalquinilas,
dialquilaminos, hidroxialquinilas e mercaptoalquinilas; cicloalquilas substituidas incluem
por¢Bes tais como 4-clorociclohexila; arilas incluem por¢gdes tais como naftila; arilas
substituidas incluem por¢des tais como 3-bromo fenila; aralquilas incluem porgdes tais como
tolila; heteroalquilas incluem porgdes tais como etiltiofeno; heteroalquilas substituidas
incluem porgdes tais como 3-metoxitiofeno; alcoxi inclui por¢des tais como metoxi; e fenoxi
inclui porgdes tais como 3-nitrofenoxi. Halo deve ser entendido como incluindo fluor, cloro,
iodo e bromo.

Para os fins da presente invengdo “4cido nucléico” ou “nucleotideo” deve ser
entendido como incluindo 4cido desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) tanto
de fita simples quanto de fita dupla, a ndo ser que especificado em contrario, e modificagdes
quimicas dos mesmos.

Para os fins da presente invengdo, os termos, “uma por¢do biologicamente ativa” e
“um residuo de por¢do biologicamente ativa” devem ser entendidos como significando a
parte do composto biologicamente ativo que permanece depois do composto ter sofrido uma
reagdo de substituicdo na qual a por¢do transportadora foi ligada.

Para fins de facilitar a descri¢do, e ndo de maneira limitante, deve ser entendido que o
termo “porgdes biologicamente ativas” seja intercambidvel com “drogas”, “agentes
citotoxicos™, “citotoxinas’.

Para fins de facilitar a descrigdo, e ndo de maneira limitante, deve ser entendido que o
termo “moléculas pequenas” seja intercambidvel com “compostos farmaceuticamente
ativos”.

A n@o ser que definido em contrario, para os fins da presente invengio:

O termo *alquila” deve ser entendido como incluindo, por exemplo, halo-, alcoxi-, e
nitro- C,_;; alquilas lineares, ramificadas ou substituidas, Cs.g cicloalquilas substituidas ou
cicloalquilas substituidas, etc.;

o termo “substituido/a™ deve ser entendido como incluindo a adi¢io ou troca de um
ou mais atomos contidos dentro de um grupo funcional ou composto por um ou mais dtomos
diferentes;

o termo “alquilas substituidas™ inclui carboxialquilas, aminoalquilas, dialquilaminos,

hidroxialquilas e mercaptoalquilas;
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o termo “cicloalquilas substituidas™ inclui porg¢des tais como 4-clorociclohexila; arilas

incluem porgdes tais como naftila; arilas substituidas incluem por¢des tais como 3-

bromofenila; aralquilas incluem por¢des tais como toluila; heteroalquilas incluem porcdes

tais como etiltiofeno;

o termo “heteroalquilas substituidas™ inclui porgdes tais como 3-metoxitiofeno; alcoxi

inclui porgdes tais como metoxi; e fenoxi inclui porgdes tais como 3-nitrofenoxi;

o termo “halo” deve ser entendido como incluindo flior, cloro, iodo e bromo; e

os termos "quantidades suficientes" e “‘quantidades eficazes™, para os fins da presente

invengdo, devem ser entendidos como significando uma quantidade que vai alcangar um

efeito terapéutico sendo que tal efeito deve ser entendido pelos técnicos no assunto.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

FI1G.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FIG.
FI1G.
FIG.
FIG.

I esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 1-5.

2 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 6-7.

3 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 8-9.

4 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 10-14.
5 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 15-17.
6 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 18-19.
7 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 20-23.
8 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 24-25.
9 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 26-28.
10 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 29-32.
11 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 33-35.
12 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 36-38.

13 esquematicamente ilustra métodos sintéticos descritos nos Exemplos 39-40.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
A. PANORAMA

Em um aspecto da presente invengdo, sdo providos compostos de (1):
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Di—(L)a—L—(L3)v—D;,

R

A
em que:
R, é um polimero hidrossolavel substancialmente ndo—antigénico;

A € um grupo de protegdo ou

Dy—(L1)a—Lo—(L3)p,—D, :

cada D, € independentemente selecionado dentre por¢des direcionadoras, grupos
funcionais e grupos de saida, preferéncialmente por¢des direcionadoras;

cada D, € independentemente selecionado dentre porgdes biologicamente ativas,
grupos funcionais e grupos de saida, preferéncialmente por¢des biologicamente ativas;

cada L, € independentemente um ligante permanente ou um ligante labil,
preferéncialmente um ligante permanente;

L> é um ligante multifuncional;

cada L; € independentemente um ligante permanente ou um ligante labil,
preferéncialmente ligante labil; e

(a) e (b) sdo independentemente zero ou um ndamero inteiro positivo,
preferéncialmente zero ou 1.

Em um aspecto preferido da inveng@io, os sistemas poliméricos de transporte

direcionados incluem compostos de Formula:

L3-D, L3-D,
R2 c1 R
. o) 2
A-R-N A—R1-r|\I 0
o)
d1
L1=D1 (11a), < a2 L4~D1 (IIb),
o)
0~
L3-Dz ( L3'Dz ( 5 L3_D2
Rz 3 O /304 Eo‘ A—R-N
A=RyN A-R-N
! o ( o
( r?l'_L»]-D“ W ds 04
d3 R, (1l¢), d4  L4=Dy (I1d), L1~D1 (1le),



10

15

20

8/84

o\
e LiDi (if),

L3-D2
R, o)
| c7 O R —
A_R1_N A—R1_l{12 (0] L3 D2
O—L4-Dy ( S—L4-D4
a7 (I1h), c8 (li) e
®)
R2 O—L4-D,
A-R;—N
( S—L3-D3
c8 (11j).
em que

R> e R’; s@o independentemente selecionados dentre hidrogénio, C, . alquila, Ca
alquenila, C, alquinila, Cs.15 alquila ramificada, C3 cicloalquila, C, ¢ alquila substituida, C,.
¢ alquenila substituida, C. alquinila substituida, C;g cicloalquila substituida, arila, arila
substituida, heteroarila, heteroraila substituida, C, heteroalquila, C;¢ heteroalquila
substituida, C,. alcoxi, ariloxi, C,. heteroalcoxi, heteroariloxi, C,.¢ alcanoila, arilcarbonila,
Cy.6 alcoxicarbonila, ariloxicarbonila, C;s alcanoiloxi, arilcarboniloxi, C, alcanoila
substituida, arilcabonila substituida, C,.¢ alcanoiloxi substituida, ariloxicarbonila substituida,
C,. alcanoiloxi substituida e arilcarboniloxi substituida;

(cl), (c2), (c3), (c4), (c5). (c6), (c’6), (c”6), (c7) e (c¢8) sdo independentemente zero
ou um nimero inteiro positivo, preferéncialmente zero ou um nimero inteiro de cercade 1 a
cerca de 10, e mais preferéncialmente zero, 1 ou 2;

(dl), (d2), (d3), (d4), (dS) e (d7) sdo independentemente zero ou um numero inteiro
positivo, preferéncialmente zero ou um namero inteiro de cerca de 1 a cerca de 10, e mais
preferéncialmente zero ou um nimero inteiro de cerca de | a cercade 4; e

todas as outras varidveis sdo previamente definidas.

Em outro aspecto, os sistemas poliméricos aqui descritos sdo tanto protegidos em um
de seus terminais com um grupo CHj, i.e. mPEG tanto quanto, em outras modalidades, PEGs

bis-ativados sdo providos, tais como os de Formula:



O , @
o) o)
L3-D, Dy-Ls
A—R;~NH o) o) NH—R;~NH
Ly-D; Dy-L%

O , O
O
L3-D2 D2-L3
A—R;—NH
HN_L1-D1’ D1-L1_NH
O

L1-D1’ D1-L1
L3-Do Do-L3
/ O O \
ATRITN 5 o
L4-Dy, D4-L5
O @]
o<
/—/ L3-D> Da-L3
A—R;—N
o 0
o~
L1-Dy, Dy-L
L3-Dy Dp-Ls

o o) o
L3-D D,-L ,L3-D2
A—R1_NH O/ 3-Y2 2 3\0 NH—R4—NH o)
(0N o] 0
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L3-D2 Da-L3 JL3-Dy
O
L4-D D4-L _L4-D
A—R;—NH o P 1- 1\0%’%{ R NHQ 1-Dy
O
Ly-Dy | DLy~ “Ly-Dy |
O
R2 O0—L3-D, D,-Lz3—O O—Ls-D
A—R;—N N R1—N
S—LA]-DL D1 L1—S S—L1 D1,

O]

R2 O—L4-Dy Di-Li—O0O O—1L4-Dy
A—R;—N N—R1—N
S—L3 D3 e D3 L3—S S—LS D3‘

Outros grupos de prote¢io opcionais incluem H, NH,, OH, CO,H, C,, alcoxi e C,¢
alquila. Grupos de protegdo preferidos incluem metoxi e metila.

Na maioria dos aspectos da presente invengdo, os polimeros aqui incluidos sdo
geralmente descritos como polimeros substancialmente ndo—antigénicos. Dentro do género
de polimeros, 6xidos de polialquileno sdo preferidos e polietileno glicois (PEGs) sdo os mais
preferidos. Para fins de facilitar a descri¢do e ndo de, a invengdo é algumas vezes descrita
utilizando PEG como o polimero protétipo. Deve ser entendido, entretanto, que o escopo da
inven¢do aplica-se a uma grande variedade de polimeros que podem ser lineares,
substancialmente lineares, ramificados, etc.

Em outro aspecto da invengdo, as por¢des biologicas incluem porgdes contendo —

NH;, -OH e —SH.

B. LIGANTES MULTIFUNCIONAIS (L,)

Em vista das estruturas da presente inven¢do, o ligante multifuncional permite
ligagdes (labil ou permanente) de 3 ou mais componentes, i.e. um agente direcionador, um
polimero € um composto citotoxico biologicamente ativo tal como SN38. Um técnico no
assunto podera notar que outras moléculas incluindo pelo menos trés grupos funcionais
independentes podem também ser utilizadas. Um ligante multifuncional preferido pode ser
um residuo de acido aspartico ou uma lisina.

L tendo pelo menos trés sitios funcionais pode ser selecionado dentre:
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$-N o
NH-E-
®R2 (o), < u X (d),
n
g-EZ c7 O
o4-
(If), a7 7% (Ig), e

c8 (Ih)

em que

R, e R’; sdo independentemente selecionados dentre hidrogénio, C,. alquila, Ca
alquenila, C¢ alquinila, Cs.,9 alquila ramificada, Cs cicloalquila, C).¢ alquila substituida, C,.
¢ alquenila substituida, C,¢ alquinila substituida, C;.g cicloalquila substituida, arila, arila
substituida, heteroarila, heteroarila substituida, C, . heteroalquila, C;¢ heteroalquila
substituida, C,.¢ alcoxi, ariloxi, C,.¢ heteroalcéxi, heteroariloxi, C,.¢ alcanoila, arilacarbonila,
C,¢ alcoxicarbonila, ariloxicarbonila, C,¢ alcanoiléxi, arilcarboniléxi, C,¢ alcanoila
substituida, arilcarbonila substituida, C,.¢ alcanoiléxi substituida, ariloxicarbonila substituida,
Ca.6 alcanoiloxi substituida e arilcarboniloxi substituida;

(cl), (€2), (c3), (c4), (c5), (cb), (c’6), (c’6), (c7) e (c¢8) sdo previamente definidos; e

(d1), (d2), (d3), (d4), (d5) e (d7) sdo também previamente definidos.

Modalidades preferidas incluem:

o o L4 % s -
iﬁ ’ -§—H<<\¥_io _ghN% %n
el A Vas HN -
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O
ol o< “‘ﬁ
/—% $ — ° } i—
-2-N H .
N o — o 4N o% FNH
~ O_J{(J, Or‘!r Og_e

C. POLIMEROS HIDROSSOLUVEIS  SUBSTANCIALMENTE  NAO-
ANTIGENICOS (R))

As pro drogas da presente invengdo incluem um residuo polimérico R,,
preferéncialmente polimeros hidrossoltveis e substancialmente ndo—antigénicos. Exemplos
apropriados de tais polimeros incluem 6xidos de polialquileno (PAO) tais como polietileno
glicodis. Alguns polimeros preferidos sdo polietileno glicois tais como mPEG. Uma lista ndo-
limitante de tais polimeros inclui assim homopolimeros de 6xidos de polialquileno tais como
poletileno glicol (PEG) ou polipropileno glicéis, poliois polioxietilenados, copolimeros dos
mesmos € copolimeors bloco dos mesmos.

A porg¢do polimérica dos compostos aqui descritos possui um peso molecular médio
de cerca de 2.000 a cerca de 100.000 daltons, preferéncialmente de cerca de 5.000 a cerca de
60.000 daltons. Em alguns aspectos, o 6xido de polialquileno pode ser de cerca de 5.000 a
cerca de 25.000, e preferéncialmente de cerca de 12.000 a cerca de 20.000 daltons quando
proteinas ou oligonucleotideos sdo ligados ou alternativamente de cerca de 20.000 a cerca de
45.000 daltons, e preferéncialmente de cerca de 30.000 a cerca de 40.000 daltons quando
compostos farmaceuticamente ativos (moléculas pequenas tais como as tendo peso molecular
médio menor do que cerca de 1.500 daltons) sdo empregadas nos compostos aqui descritos.

Polietileno glicol (PEG) ¢ geralmente representado ela estrutura:

-O-(CH,CH;0),-

onde (n) é um numero inteiro de cerca de 10 a cerca de 2.300, e é dependente do

namero de bragos poliméricos quando polimeros multi-bragos sdo utilizados. Sera entendido

que o polimero hidrossolavel sera funcionalizado para ligagio com ligantes.
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Alternativamente, a porgao do residuo polietileno glicol (PEG) da invengéo pode ser

representada pela estrutura:

-Y7;-(CH,CH,0),-CH>CH,Y ;- .

-Y71-(CH2CH;0),-CH>C(=Y 72)-Y7)- ,
-Y71-C(=Y72)-(CH2)a71-Y73-(CH,CH20),-CH,CH»- Y 73-(CH3).71-C(= Y 72)-Y 71~ ,
-Y71-(CR71R72)472-Y 73-(CH2)671-O-(CH2CH,0)0-(CH2)p71- Y 73-(CR71R72)a72-Y 71 -
Y 71-(CH>CH,0),-CH,CHo- |

-Y71-(CH2CH20),-CH,C(=Y 7,)- ,
-C(=Y72)-(CH2)a71-Y73-(CH2CH>0),-CH2CH3-Y 73-(CH2)a71-C(=Y 72)- , €
-(CR71R72)a72-Y73-(CH2)p71-0-(CH,CH,0)0-(CH2)p71- Y 73-(CR71 R 72)a72-

em que:

Y71 € Y73 sdo independentemente O, S, SO, SO,, NR7; ou uma ligagdo;

Y€ 0O, S, ouNRy;

R71.74 sdo independentemente as mesmas porg¢des que podem ser utilizadas para Ra;

(a71), (a72), e (b71) sdo independentemente zero ou um nOmero inteiro positivo,

preferéncialmente 0-6, e mais preferéncialmente 1: e

(n) é um ndmero inteiro de cerca de 10 a cerca de 2300.

Como um exemplo, o PEG pode ser funcionalizado da seguinte maneira, nio-

limitante:

~C(=Y 70)-(CH2)m-(CH>CH,0),-,
-C(=Y74)-Y-(CH2)m-(CH2CH;0),-,
-C(=Y74)-NR1-(CH2)m-(CH2CH;0),-,
-CR75R76-(CH2)m-(CH2CH,0),-

em que

R7s e Ry sdo independentemente selecionados dentre of H, C alquilas, arilas, arilas

substituidas, aralquilas, heteroalquilas, heteroalquilas substituidas e C,.¢ alquilas substituidas;

m € zero ou € um ndmero inteiro positivo, e preferéncialmente 1;
Y74€éOouS;e

n representa o grau de polimerizag¢io.
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Muito embora as pro drogas da presente invengio possam ser formadas utilizando-se
qualquer dos polimeros substancialmente ndo-antigénicos aqui descritos, alguns oxidos de
polialquileno preferidos incluem:

CH30-PEG-0O-(CH3),,-CO,H;

PEG-NHS;

CH30-PEG-O-(CH;),-NR | |R2; e

CH30-PEG-0O-(CHa3); -S-(CH»),-CO2H;

SC-PEG; ou

Quaisquer dos PEGs ativados conhecidos no estado da técnica.

Em particular, polietileno glicdis mono-ativados (PEGs), PAOs terminados em C,.
alquila tais mono-metil-polietileno glicéis (mPEGs) sdo preferidos quando polimeros mono-
substituidos sdo desejados; 6xidos de polietileno bis-ativados sdo preferidos quando pro
drogas dissubstituidas sdo desejadas.

Polimeros ativados mono- ou di-acido tais como acidos PEG ou diacidos PEG sdo
utilizados para proporcionar a ligagdo desejada. Acidos PAO apropriados podem ser
sintetizados pela conversio de mPEG-OH a um éster etilico. Ver também Gehrhardt, H., e
colaboradores, Polymer Bulletin 18: 487 (1987) e Veronese, F.M., e colaboradores, J.
Controlled Release 10; 145 (1989). Alternativamente, o acido PAO pode ser sintetizado pela
conversdo de um mPEG-OH a um éster ¢-butilico. Ver, por exemplo, as patentes US Nos.
5.605.976 ¢ US No. 5.965.566. Os ensinamentos destes documentos sdo aqui incorporados
por referéncia.

Derivados ramificados ou U-PEG sdo descritos nas patentes US Nos. 5.643.575,
5.919.455, 6.113.906 e 6.566.506, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia.
Uma lista ndo-limitante destes polimeros corresponde aos sistemas poliméricos (i) - (vii) com

as seguintes estruturas:

mPEG—O——C\N/CH2

H Y61 Y62
[ Il

o) C\H/O_C\N/\/C:SY?
Il H
mPEG—O—'C\N/CH2

H (1),
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(@]

H
m-PEG—N—C
N

CH—(Yg3CH2)uws1C(=0)—
H /
m-F’EG—N—CI
O (i),
O
|+
m-PEG-O—C—N
(CH2)4

_CH=(Y63CH2)us1C(=0)—
m-PEG—O—ﬁ—H

o)

(iii),
o}

m-PEG-O—C—NH
N

(CH2)ws2 ['Ol]
N — CJ w6 1 (CHZ)WSAC(zo)
N(CH2)wes
m-PEG-O—C——N
i M |
o] (iv),
O
NS
m- O
AN
(CH2)we2

HC——(Y53CH2)ws1C(=0)—

(CH2)wes
m-PEG—O—‘C—H
|
o) (v), e
I
m-PEG—C—N f‘\i
(CH2)we2
HC (Y63CH2)ws1C(=0)—
_(CH2)uwe3
m-PEG—C——N
H
(0] (vi)

em que:
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Y6162 sdo independentemente O. S ou NRg;;

Ye3 € O, NRg2, S, SO ou SO»

(w62), (w63) e (W64) sdo independentemente 0 ou um ndmero inteiro positivo,
preferéncialmente de cerca de 0 a cerca de 10, mais preferéncialmente de cerca de 1 a cerca
de 6;

(w61)éO0oul;

mPEG ¢ metéxi PEG

em que PEG ¢ previamente definido e o peso molecular total da por¢do polimérica é
de cerca de 2.000 a cerca de 100000 daltons; e

Re1 € Rez s@o independentemente selecionados dentre hidrogénio, C, alquila, C,¢
alquenila, C, alquinila, C;.iy alquila ramificada, C;_g cicloalquila, C ¢ alquila substituida, C,.
o alquenila substituida, C,. alquinila substituida, C;. cicloalquila substituida, arila, arila
substituida, heteroarila, heteroarila substituida, C, heteroalquila, C,¢ heteroalquila
substituida, C.6 alcoxi, ariloxi, C.¢ heteroalcoxi, heteroarildxi, Ca.q alcanoila, arilcarbonila,
Cy6 alcoxicarbonila, ariloxicarbonila, C,, alcanoiloxi, arilcarboniloxi, Cs, alcanoila
substituida, arilcarbonila substituida, C,.4 alcanoildxi substituida, ariloxicarbonila substituida,
Ca.¢ alcanoildxi substituida, e arilcarboniloxi substituida.

Em ainda outro aspecto, os polimeros incluem PEG-OH multi-bragos ou “PEG-
estrela”, produtos tais como os descritos no catalogo “NOF Corp. Drug Delivery System
catalog, Ver. 8, April 2006, cujo conteudo é aqui incorporado por referéncia. Os conjugados
poliméricos multi-bragos apresentam quatro ou mais bragos poliméricos e preferéncialmente
quatro ou oito bragos poliméricos.

Para fins de ilustragdo e ndo limitantes, o residuo de polietileno glicol (PEG) multi-

bracos pode ser
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HyC——O—(CH,CH,0),H
HCI:——O——(CHQCHzo)nH

)
|

¢
HC——0—(CH,CH,0),H
CH,

X

e
H(IZ—O'—(CH;CHQO),,H
HoC—— O — (CH,CH,0),H

em que:
(x) € 0 e um nuimero inteiro positivo, i.e. de cerca de 0 a cerca de 28; e
(n) € o grau de polimerizagio.
5 Em uma modalidade particular da presente inven¢do, o PEG multi-bragos possui a
estrutura:
HoC——0—(CH,CH,0)H

H(l‘,—O—(CHZCHZO)nH
CH2

-
HC ——0—(CH2CH;0),H

CH,
4

Gh
HcI:—o—(CH2CH20)nH
HpC —— O— (CH,CH,0),H

em que n € um numero inteiro positivo. Em uma modalidade preferida da invengdo, os
polimeros possuem um peso molecular total de cerca de 5.000 Da a cerca de 60.000 Da, e
10 preferéncialmente de 12.000 Da a 40.000 Da.

Em ainda outra modalidade particular, o PEG multi-bragos possui a estrutura:
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HO/é\/ib/\O/\ij\/i‘\OH
07<e o
c Y
OH OH
ou

(OCH,CH,),,~OH

HO—(CH2CHZ0); (OCH,CH,),OM
HO'(CH2CH20)n

em que n € um ndmero inteiro positivo. Em uma modalidade preferida da invengio, o grau
de polimerizagdo para o polimero multi-bragos (n) é de cerca de 28 a cerca de 350 para
fornecer polimeros tendo um peso molecular total de cerca de 5.000 Da a cerca de 60.000 Da,
e preferéncialmente de cerca de 65 a cerca de 270 (12.000-45.000 daltons) para fornecer
polimeros tendo peso molecular total de cerca de 12.000 Da a 45.000 Da. Isto representa o
namero de unidades repetidoras na cadeia polimérica e ¢ dependente do peso molecular do
mesmo.

Os polimeros podem ser convertidos a polimeros apropriadamente ativados,
utilizando-se técnicas de ativa¢do descritas nas patentes US Nos. 5.122.614 ou 5.808.096.

Especificamente, tais PEGs podem ser de Féormula:

(CHLLH0),
— o CHCH,
{—0-CHCH-(oCHLH,) o 0
K(CHZC"'!O)U -'“CI'|2C|'|2\_
{-0-cnea oaieny, O

Estrela ou

g TO~CHCH, -[OCHZCHZ)U—O:I/\O /\E)O——[CHZCHz(}]u--CHzc

3
§-0~CH,CH, (OCH,CH ,—© “{CHLCH,0), —CH,CH,-0~%

Multi-bracos

Hf“"%

em que:
(u’) € um nimero inteiro de cerca de 4 a cerca de 455; e até 3 porgdes terminais do

residuo €/sdo protegidas com metila ou outra alquila inferior.
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Em algumas modalidades preferidas, todos os quatro bragos do PEG podem ser
convertidos em grupos de ativagdo apropriados, para facilitar a ligagdo de grupos aromaticos.
Tais compostos, antes da conversio, incluem:

(CHchzo)u -

CH,CH,—
H3C\(OCH2CH2)U-\ OH
(CHZCHzo)u-\CH3
HsC~ocH,cHy
/(CHZCHZO)U'\CHZCHz
H3C\(OCHZCH2)U\ OH
(CH2CH20)U ~CH,CH,
~
HaC~ocH,cHy)~ OH
CH2CH20)u ~CH,CH,
H3C\(OCH2CH2)U. OH
(CHZCHZO)U\CHZCHZ
~
HO\CHchz\(OCHZCHZ)u OH
(CH,CH,0
HO\CH CH / 2 2 )U\CH2CH2\OH
2 2\(OCH2CH2)UI\ \jc
(CHZCHzo)u«\CHzc:HQ\OH

HO\CH2CH2\(OCH20H2)U

H3C-(OCH,CH,),— O~ ~(CH,CH,0),—CHg;

H3C'(OCH20H2)U'_O

ch_(OCH2CH2)u'_oj/\o/\(o_(CHch20)u CH2CH2_"OH

O/\(o (CH,CH,0),~CHj

Hac’(OCHchz)u'/o ~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH
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H3C (OCHQCHZ j/\ /\( _(CH2CH20)U CHchz_OH

H3C (OCH2CH2 (CHchzo)u CHchz_OH

HO-CH,CH,~(OCH,CH,),— :]/\ /\( O—(CH,CH,0),.-CH,CH,—OH

H3C-(OCH,LCH,),, T (CH,CH,0),—CHjs

H3C (OCHzCHz)u j/\ /\( _(CH2CH20)U CH2CH2 OH

HO-CH,CH,~(OCH,CH,),~° ~(CH,CH,0), —CHs
HsC-(OCH,CH,), j/\ /\E O—(CH,CH,0),~CH,CH,—OH
HO-CH,CH,~(OCH,CH,),—© ~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH
HO CH2CH2 (OCH2CH2)U j/\ /\’\/ _(CHchzo)u CHchz_—‘OH
H3C~(OCH,CH,),—© ~(CH,CH,0), —CH,CH,—OH
5 :
c
HO- CH2CH2 (OCH2CH2)U j/\ /\( ~’(Cl""zCHzo)u CH2CH2‘—'OH
HO—CH,CH,-(OCH,CH,),—© ~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH

As substancias poliméricas aqui incluidas sio preferéncialmente hidrossoliveis em

temperatura ambiente. Uma lista nio-limitante de tais polimeros inclui homopolimeros de

10 oxido de polialquileno, tais como pilietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicéis, poliois
polioxietilenados, copolimeros dos mesmos e copolimeros bloco dos mesmos, contanto que a

solubilidade em agua dos copolimeros bloco seja mantida.
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Em ainda outra modalidade, ¢ como uma alternativa aos polimeros de base PAO, um
ou mais materiais ndo-antigénicos eficazes tais como dextrana, alcodis polivinilicos,
polimeros baseados em carboidrato, hidroxipropilmetacrilamida (HPMA), 6xidos de
polialquileno, e/ou copolimeros dos mesmos podem ser utilizados. Ver também a patente US
No. 6.153.655, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia. Sera entendido por
um técnico no assunto que o mesmo tipo de ativagdo pode ser empregada, como descrito aqui
para PAOs tais como PEG. Os técnicos no assunto irdo ainda notar que a lista a seguir é
meramente ilustrativa e que quaisquer materiais poliméricos tendo as qualidades aqui
descritas sdo contemplados. Para os fins da presente invengdo “substancialmente ou
efetivamente nao-antigénico™ significa qualquer material conhecido no estado da técnica
como sendo ndo-téxico e ndo desencadeando uma resposta imunogénica apreciavel em
mamiferos.

Em alguns aspectos, polimeros tendo grupos amina terminais podem ser empregados
para fazer os compostos aqui descritos. Os métodos para preparar polimeros contendo
terminagSes amino em alta pureza sio descritos nos pedidos de patente US Nos. 11/508.507 e
11/537.172, cujos ensinamentos s3o aqui incorporados por referéncia. Por exemplo,
polimeros contendo azidas reagem com agentes redutores baseados em fosfina, tais como
trifenilfosfina ou um agente redutor boroidreto de metal alcalino tal como NaBHy.
Alternativamente, polimeros incluindo grupos de saida reagem com sais de amina tais como
o sal de potéssio de metil-tert-butil imidodicarbonato (KNMeBoc) ou o sal de potassio de di-
tert-butil imidodicarbonato (KNBoc;) seguido de desprotegdo do grupo amino protegido. A
pureza dos polimeros contendo aminas terminais formados por estes processos é maior do
que cerca de 95% e preferéncialmente maior do que 99%.

Em aspectos alternativos, polimeros contendo grupos de acidos carboxilicos terminais
podem ser empregados nos sistema de transporte poliméricos aqui descritos. Métodos para
preparar os polimeros tendo US No. 11/328.662, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados
por referéncia. Os métodos incluem primeiro se preparar um éster de alquila tercidrio de um
oxido de polialquileno seguido da conversdo ao derivado de acido carboxilico do mesmo. A
primeira etapa da preparagio dos dcidos carboxilicos de PAO do processo inclui formar um
intermedidrio tal como o éster t-butilico do acido carboxilico éxido de polialquileno. Este

intermedidrio € formado reagindo-se o PAO com um haloacetato de t-butila na presenca de
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uma base tal como t-butéxido de potassio. Uma vez formado o intermedidrio éster de t-butila,
o derivado de 4cido carboxilico do 6xido de polialquileno pode ser prontamente obtido em
pureza que excede 92%, preferéncialmente excedendo 97%, mais preferéncialmente

excedendo 99% e ainda mais preferéncialmente excedendo 99,5% de pureza.

D. AGENTES DIRECIONADORES (D))

Agentes direcionadores podem ser ligados aos compostos poliméricos aqui descritos
para guiar os conjugados até a drea alvo in vivo. Os agentes direcionadores permitem que
por¢des biologicamente ativas tais como compostos farmaceuticamente ativos e
oligonucleotideos tenham eficacia terapéutica na area alvo, i.e. o local do tumor. O transporte
direcionado in vivo aumenta o uptake celular destas moléculas para que tenham eficacia
terapéutica melhorada. Em certos aspectos, alguns peptideos penetradores de célula podem
ser trocados por uma variedade de peptideos direcionadores para transporte direcionado ao
local do tumor.

Em um aspecto da invengio. a porgdo direcionadora, tal como um anticorpo de cadeia
simples (SCA) ou anticorpo ligante de antigeno de cadeia simples, anticorpo monoclonal,
peptideos de adesdo celular tais como peptideos RGD e Selectina, peptideos de penetragio
celular (CPPs) tais como TAT, Penetratina e (Arg)y, ligas receptoras, moléculas de
carboidrato direcionadoras ou lectinas, oligonucleotideos, derivados de oligonucleotideo tais
como acidos nucléicos bloqueados (LNA) e aptdmeros, ou semelhantes, permitem que drogas
citotdxicas sejam especificamente direcionadas as regides alvo. Ver Curr Opin Pharmacol.
2006 Oct;6(5):509-14, “Cell-penetrating peptides as vectors for peptide, protein and
oligonucleotide delivery”; ver também J Pharm Sci. 2006 Sep;95(9):1856-72 “Cell adhesion
molecules for targeted drug delivery”, cujos ensinamento sfo aqui incorporados por
referéncia.

As porgdes direcionadoras podem ser rotuladas com compostos biotinilados,
compostos fluorescentes, compostos radiomarcados. Uma marca apropriada é preparada pela
ligagdo de qualquer porgdo apropriada, e.g., um residuo de aminoécido, a qualquer is6topo
com emissdo conhecido no estado da técnica, marcador radio-opaco, marcador de
ressondncia magnética, ou outros marcadores isotdpicos nio-radioativos apropriados para

imagem por ressonancia magnética, marcadores do tipo fluorescente, marcadores exibindo
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cores do visivel e/ou capazes de fluorescer sob ultravioleta, infravermelho ou estimulagdo
eletroquimica, para permitir a imagem do tecido tumoral durante procedimento cirirgico e
assim por diante. Opcionalmente, o0 marcador diagnostico é incorporado a e/ou ligado a uma
porgdo terap€utica conjugada, permitindo o monitoramento da distribuigdo terapéutica de um
material biologicamente dentro de um paciente animal ou humano.

Em ainda uma modalidade adicional da presente invengio, os conjugados marcados
sdo prontamente preparados por métodos conhecidos no estado da técnica com qualquer
marcador apropriado, incluindo, e.g., marcadores radioisotdpicos. Simplesmente para fins de

99 . 11 . .
"Tecnecio e/ou '''Indio para produzir agentes

exemplo, estes incluem I3Ilodo, lzslodo,
radioimunocintigraficos para uptake seletivo em células tumorais in vivo. Por exemplo,
existem varios métodos conhecidos no estado da técnica para ligar peptideos a Tc-99m,
incluindo, simplesmente para fins de exemplo, os mostrados nas patentes US Nos. 5.328.679;
5.888.474; 5.997.844 ¢ 5.997.845, aqui incorporados por referéncia.

Por¢des direcionadoras preferidas s@o anticorpos de cadeia simples (SCAs) ou
fragmentos variaveis de anticorpos de cadeia simples (sFv). Um SCA apresenta dominios de
anticorpos que podem se ligar ou reconhecer moléculas especificas de células tumorais alvo.
Adicionalmente ao fato de manter um sitio de ligagdo de antigeno, um SCA PEGilado pode,
por meio de ligantes, reduzir a antigenicidade e aumentar a meia vida do SCA na corrente
sanguinea.

Os termos “anticorpo de cadeia simples” (SCA), “molécula ou anticorpo que liga
antigeno de cadeia simples™ ou “Fv de cadeia simples” (sFv) sdo utilizados de maneira
intercambidvel. O anticorpo de cadeia simples tem afinidade de ligagdo com o antigeno.
Anticorpo de cadeia simples (SCA) ou sFv de cadeia simples foram construidos de varias
maneiras. Uma descrigdo da teoria e produgdo de proteinas ligantes de antigeno de cadeia
simples pode ser encontrada nos pedidos de patente e patente US No. 10/915.069 ¢ US No.
6.824.782, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia.

Tipicamente, dominios SCA ou Fv podem ser selecionados dentre anticorpos
monoclonais conhecidos na literatura por suas abreviaturas 26-10, MOPC 315, 741F8,
520C9, McPC 603, D1.3, phOx murino, phOx humano, RFL3.8 sTCR, 1A6, Sel55-4,18-2-
3,4-4-20,7A4-1, B6.2, CC49,3C22c, MA-15C5/K2Go, Ox, etc. (ver, Huston, J. S. e
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); Huston, J. S. e
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colaboradores, SIM News 38(4) (Supp):11 (1988); McCartney, J. e colaboradores, ICSU
Short Reports 10:114 (1990): McCartney, J. E. e colaboradores, resultados ndo publicados
(1990); Nedelman, M. A. e colaboradores, J. Nuclear Med. 32 (Supp.):1005 (1991); Huston,
J. S. e colaboradores, In: Molecular Design and Modeling: Concepts and Applications, Part
B, editado por J. J. Langone, Methods in Enzymology 203:46-88 (1991); Huston, J. S. e
colaboradores, In: Advances in the Applications of Monoclonal Antibodies in Clinical
Oncology, Epenetos, A. A. (Ed.), London, Chapman & Hall (1993); Bird, R. E. e
colaboradores, Science 242:423-426 (1988); Bedzyk, W. D. e colaboradores, J. Biol. Chem.
265:18615-18620 (1990); Colcher, D. e colaboradores, J. Nat. Cancer Inst. 82:1191-1197
(1990); Gibbs, R. A. e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4001-4004 (1991);
Milenic, D. E. e colaboradores, Cancer Research 51:6363-6371 (1991); Pantoliano, M. W. e
colaboradores, Biochemistry 30:10117-10125 (1991); Chaudhary, V. K. e colaboradores,
Nature 339:394-397 (1989); Chaudhary, V. K. e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:1066-1070 (1990); Batra, J. K. ¢ colaboradores, Biochem. Biophys. Res. Comm. 171:1-6
(1990); Batra, J. K. e colaboradores. J. Biol. Chem. 265:15198-15202 (1990); Chaudhary, V.
K. e colaboradores, Proc. Natl. Acad Sci. USA 87:9491-9494 (1990); Batra, J. K. e
colaboradores, Mol. Cell. Biol. 11:2200-2205 (1991); Brinkmann, U. e colaboradores, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:8616-8620 (1991); Seetharam, S. e colaboradores, J. Biol. Chem.
266:17376-17381 (1991); Brinkmann, U. e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:3075-3079 (1992); Glockshuber. R. et al., Biochemistry 29:1362-1367 (1990); Skerra, A.
e colaboradores, Bio/Technol. 9:273-278 (1991); Pack, P. e colaboradores, Biochemistry
31:1579-1534 (1992); Clackson, T. e colaboradores, Nature 352:624-628 (1991); Marks, J.
D. e colaboradores, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Iverson, B. L. e colaboradores,
Science 249:659-662 (1990); Roberts, V. A. e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:6654-6658 (1990); Condra, J. H. e colaboradores, J. Biol. Chem. 265:2292-2295 (1990);
Laroche, Y. e colaboradores, J. Biol. Chem. 266:16343-16349 (1991); Holvoet, P. e
colaboradores, J. Biol. Chem. 266:19717-19724 (1991); Anand, N. N. e colaboradores, J.
Biol. Chem. 266:21874-21879 (1991); Fuchs, P. e colaboradores, Biol Technol. 9:1369-1372
(1991); Breitling, F. e colaboradores, Gene 104:104-153 (1991); Seehaus, T. e colaboradores,
Gene 114:235-237 (1992); Takkinen, K. e colaboradores, Protein Engng. 4:837-841 (1991);
Dreher, M. L. e colaboradores, J. Immunol. Methods 139:197-205 (1991); Mottez, E. e
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colaboradores, Eur. J. Immunol. 21:467-471 (1991); Traunecker, A. e colaboradores, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:8646-8650 (1991); Traunecker, A. e colaboradores, EMBO J.
10:3655-3659 (1991); Hoo, W. F. S. e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4759-
4763 (1993)). Cada uma destas publicagdes foi incorporada por referéncia.

Alternativamente, as porgdes direcionadoras podem ser oligonucleotideos ou
derivados destes. Os oligonucleotideos (analogos) ndo sdo limitados a uma Unica espécie
mas, ao contrario, sdo planejados para funcionar com uma variedade de tais porg¢des, sendo
entendido que ligantes podem se ligar a um ou mais grupos 3'- ou 5'-, normalmente grupos
PO4 ou SO4 de um nucleotideo. Os oligonucleotideos incluem oligonucleotideos antisenso ou
complementares, RNA de pequena interferéncia (siRNA), acido nucléico bloqueado (LNA),
micro RNA (miRNA), 4cido nucléico peptidico (PNA), olligo morfolino fosforodiamidato
(PMO) e aptamero, etc.

Por exemplo, uma lista ndo limitante de grupos direcionadores inclui fator de
crescimento de célula vascular endotelial, FGF2, somatostatina e analogos de somatostatina,
transferrina, melanotropina, ApoE e peptideos ApoE, fator de von Willebrand e peptideos de
fator de Willebrand, proteina de fibra adeniviral e peptideos de proteina de fibra adenoviral,
PD1 e peptideos PDI1, EGF e peptideos EGF, peptideos RGD, folato, etc. Outros agentes
direcionadores opcionais notados pelo técnico no assunto podem também ser empregados nos
compostos aqui descritos.

Preferéncialmente, os agentes direcionadores incluem anticorpo de cadeia simples
(SCA), peptideos RGD, selectina, TAT, penetratina, Oligo(Arg), preferéncialmente (Arg)o,
acido folico, etc. Para os fins da presente invengdo, o termo "TAT" pode ser entendido como
significando uma porgdo de trans-ativador da proteina de ativagdo de transcri¢do incluindo a
seqiiéncia peptidica YGRKKRRQRRR, por exemplo. A lista das seqiiéncias e estruturas de
peptideos utilizados no relatério descritivo e exemplos inclui:

C-TAT: (SEQ ID NO: 1) CYGRKKRRQRRR ;

C-(Arg)e: (SEQID NO:2) CRRRRRRRRR ;

RGD pode ser linear ou ciclico:
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(Arg)e pode incluir uma cisteina para conjugacio tal como CRRRRRRRRR e¢ TAT
pode adicionar uma cisteina extra no final do peptideo tal como CYGRKKRRQRRRC.

E. PORCOES BIOLOGICAMENTE ATIVAS (D,)

Uma grande variedade de por¢des biologicamente ativas pode ser ligada aos
polimeros ativados aqui descritos. As por¢des biologicamente ativas incluem compostos
farmaceuticamente ativos, enzimas, proteinas, oligonucleotideos, anticorpos, anticorpos
monoclonais, anticorpos de cadeia simples e peptideos.

Qualquer agente citotéxico ou quimioterapico, i.e. acido félico, etc. Capaz de se ligar
a um polimero, incluindo mas sem limitagdo aos das porgdes biologicamente ativas sdo
descritos na patente US No. 5.965.566, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por
referéncia.

Em um aspecto da invengdo, os compostos biologicamente ativos sdo apropriados
para uso medicinal ou diagnostico no tratamento de animais, e.g., mamiferos incluindo
humanos, para condi¢des nas quais tal tratamento € desejado.

Em outro aspecto, por¢des biologicamente ativas contendo amino-, hidroxil- ou tiol-

se encontram dentro do escopo da presente invengdo. A Gnica limitagdo nos tipos de porgdes



10

15

20

25

30

27/84

biologicamente ativas apropriadas para inclusdo ¢ a de que ao menos um grupo amino-,
hidroxil- ou tiol- esteja disponivel para reagir e se ligar com uma por¢do carregadora e que
nao haja perda substancial na bioatividade na forma do conjugado aos sistemas de transporte
poliméricos aqui descritos.

Alternativamente, compostos precursores apropriados para incorporagdo nos
compostos conjugados poliméricos de transporte da presente invenc¢do podem ser ativos
depois da liberagdo hidrolitica do composto ligado, ou inativos depois da liberagdo hidrolitica
do composto ligado mas ativos depois de processamento/reagdo posterior. Por exemplo, uma
droga anticancer que € transportado para a corrente sanguinea pelo sistema de transporte
polimérico permanecera inativa até entrar na célula cancerosa ou tumoral, onde sera ativada
pela quimica da célula, e.g., por uma reagéio enzimatica que é Gnica daquela célula.

Numa modalidade preferida os sistemas de transporte polimérico aqui descritos
incluem compostos farmaceuticamente ativos.

Para os fins da presente inven¢do deve ser entendido que os compostos
farmaceuticamente incluem moléculas de baixo peso molecular. Tipicamente, os compostos
farmaceuticamente aceitdveis possuem um peso molecular menor do que cerca de 1.500
daltons. Uma lista ndo—limitante destes compostos inclui inibidores da DNA topoisomerase |
tais como camptotecina e analogos, taxanos e derivados de paclitaxel, nucleosideos incluindo
AZT e aciclovir, compostos de antraciclina incluindo daunorrubicina e doxorrubicina,
compostos relacionados a anti-metabolitos incluindo Ara-C (citosina arabinosida) e

gencitabina, etc.

1. Taxanos e Derivados de Taxano

Uma classe dos compostos incluidos nas composi¢des de pro droga da presente
invengdo € a dos taxanos. Para os fins da presente invengdo, o termo “taxano” inclui todos os
compostos dentro da familia terpenica dos taxanos. Assim, taxol® (paclitaxel), derivados
tert-butoxi-carbonil-amina 3'-substituidos (taxotere™) e semelhantes assim como outros
analogos disponiveis de, por exemplo Sigma Chemical de St. Louis, Missouri, se encontram
dentro do escopo da presente invengio.

Estes compostos se mostraram agentes anti—cancer eficazes. Varios estudos indicam

que os agentes possuem atividade contra diversas neoplasias. Até agora, o uso deles era
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severamente por, entre outros motivos, sua pequena disponibilizagdo, pouca solubilidade em
agua e hipersensitividade. Deve ser entendido que outros taxanos, incluindo 7-aril-
carbamatos e 7-carbazatos revelados nas patentes US Nos. 5.622.986 e 5.547.981 também
podem ser incluidos dentre a pro drogas da presente invengdo. Os ensinamentos destes
documentos sdo aqui incorporados por referéncia.

Embora os exemplos descrevam inter alia paclitaxel para fins ilustrativos, deve ser
entendido que os métodos aqui descritos sdo apropriados para todos os taxanos e moléculas

relacionados.

2. Camptotecina e Inibidores Relacionados da Topoisomerase I

Camptotecina € um alcaléide citotoxico insolivel em dgua produzido por arvores
camploteca accuminata naturais da China e nothapodytes foetida da india. Camptotecina,
compostos relacionados e andlogos sdo também conhecidos por serem potenciais
anticancerigenos ou agentes antitumorais e se mostraram ativos in vitro e in vivo.
Camptotecina e compostos relacionados s@o também candidatos para conversio a pro drogas
da presente invengdo. Ver, por exemplo a patente US No. 5.004.758 e a publicagdo de
Hawkins, “Oncology”, de dezembro de 1992, pgs. 17-23. Camptotecina e analogos
relacionados sdo, por exemplo, Topotecan, Irinotecan (CPT-11) ou SN38.

Analogos de camptotecina adicionais incluem aqueles reportados na literatura
incluindo 10-hdroxicamptotecinas, 1 1-hidroxicamptotecinas e/ou 10,11-
dihidroxicamptotecinas, 7- e/ou 9- alquila, alquila substituida, cicloalquila, alcéxi, alquenila,
aminoalquila, etc. camptotecinas, camptotecinas substituidas no anel-A tais como 10,11-
alquilenodioxicamptotecinas, tais como as descritas na patente US No. 5.646.159, cujos
ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia, etc.

Em uma modalidade preferida da presente invengdo o agente citotoxico ¢ SN38.

3. Oligonucleotideos

De modo a entender completamente o escopo da presente invengdo, os seguintes
termos sdo definidos. O técnico no assunto entendera que os termos “acido nucléico" ou
"nucleotideo” se aplicam ao &cido desoxirribonucléico (“DNA”), acido ribonucléico

(“RNA”) tanto de fita simples quanto de fita dupla, a menos que especificado em contrario, e
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quaisquer modificagdes quimicas dos mesmos. Um “oligonucleotideo” ¢ geralmente um
polinucleotideo pequeno, e.g., variando em tamanho de cerca de 2 a cerca de 200
nucleotideos, ou mais preferéncialmente de cerca de 10 a cerca de 30 nucleotideos de
comprimento. Os oligonucleotideos de acordo com a presente invengdo sdo geralmente
acidos nucléicos sintéticos e sao de fita simples, a ndo ser que especificado em contrario. Os

termos “polinucleotideo™ e “acido polinucléico” podem ser utilizados aqui como sindnimos.

Modificagdes nos oligonucleotideos contemplados na invengdo incluem, por
exemplo, a adi¢do ou a substitui¢do de nucleotideos selecionados com grupos funcionais ou
porgdes que permitem a ligagdo covalente de um oligonucleotideo a um polimero desejado,
e/ou a adigdo ou substituigdo de por¢des funcionais que incorporem carga adicional,
polarizabilidade, ligagdo hidrogénio, interagdo eletrostitica e funcionalidade ao
oligonucleotideo. Tais modificagdes incluem, mas nio se limitam a, modificagdes na posigéo
2'- do agtcar, modificagdes na posi¢do 5- de pirimidina, modifica¢des na posigcdo 8- de
purina, modificagdes em aminas exociclicas, substitui¢do de 4-tiouridina, substitui¢do de 5-
bromo ou 5-iodouracila, modificagdes no esqueleto, metilagdes, combinagdes de pares e
bases tais como as das isobases isocitidina e isoguanidina, e combina¢des analogas.
Modificagdes de oligonucleotideo também podem incluir modificacdes 3' e 5' tais como

prote¢do. Uma lista ndo-limitante de analogos de nucleosideo inclui:
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Ver mais exemplos de andlogos de nucleosideos descritos em Freier & Altmann; Nucl. Acid
Res., 1997, 25, 4429-4443 e Uhlmann; Curr. Opinion in Drug Development, 2000, 3(2), 293-
213, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia.

O termo “antisenso”, como aqui utilizado, se refere a seqiiéncia e nucleotideos que
sdo complementares a seqiiéncia especificas de DNA ou RNA que codificam um produto
génico ou que codificam uma seqiiéncia controle. O termo “fita antisenso” ¢ utilizado em
referéncia a uma fita de acido nucléico que é complementar a fita “senso”. Na operag¢io
normal do metabolismo celular, a fita senso da molécula de DNA ¢ a fita que codifica

polipeptideos e/ou outros produtos génicos. A fita senso serve como um molde para a sintese
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do RNA mensageiro (“mRNA™) transcrito (uma fita antisenso) que, por sua vez, direciona a
sintese de qualquer produto génico codificado. Moléculas de acido nucléico antisenso podem
ser produzidas por métodos conhecidos no estado da técnica, incluindo a sintese pela ligagdo
do gene(s) de interesse em orientagdo reversa em um promotor viral que permite a sintese de
uma fita complementar. Uma vez introduzida na célula, esta fita transcrita combina com
seqliéncias naturais produzidas pela célula para formar duplexos. Estes duplexos entio
bloqueiam tanto transcrigdo quanto translagdo posteriores. Desta maneira, fenotipos mutantes
podem ser gerados. As designagdes “negativo” ou (-) sdo também conhecidas no estado da
técnica como se referindo a fita antisenso e “positivo” ou (+) sdo como se referindo a fitas
senso.

Em uma modalidade preferida. a escolha de conjugagdo € um n oligonucleotideo (ou
“polinucleotideo™) e, depois da conjugagdo, o alvo é referido como um residuo de
oligonucleotideo. Os oligonucleotideos podem ser selecionados dentre quaisquer
oligonucleotideos e oligodeoxinucleotideos com esqueletos fosfodiéster ou fosforotioato
conhecidos no estado da técnica.

Os derivados de oligonucleotideos ou oligonucloetideo podem incluir de cerca de 10
a cerca de 1000 &cidos nucléicos e, preferéncialmente, polinucleotideos relativamente
pequenos, e.g., variando em tamanho de cerca de 2 a cerca de 200 nucleotideos, ou mais
preferéncialmente de cerca de10 a cerca de 30 nucleotideos em comprimento.

Adicionalmente, oligonucleotideos e oligodeoxinucleotideos uteis de acordo com a
presente invengo incluem, mas ndo sdo limitados a, os seguintes:

Oligonucleotideos e oligodeoxinucleotideos com esqueletos naturais fosfodiéster ou
fosfotioato ou qualquer analogo de esqueleto modificado;

LNA (Acido nucléico bloqueado);

PNA (Acido nucléico com esqueleto peptidico);

RNA de pequena interferéncia (siRNA);

microRNA (miRNA);

Acido nucléico com esqueleto peptidico (PNA);

Oligonucleotideos morfolino fosfodiamidato (PMO);

triciclo-DNA;

decoi ODN (oligonucleotideo de fita dupla);



10

32/84

seqiiéncia de RNA catalitica (RNA1);

ribozimas;

aptameros,;

spiegelmeros (oligonucleotideos de conformagio L);

CpG oligdmeros, e semelhantes, tais como os descritos em:
Tides 2002, ““Oligonucleotide and Peptide Technology Conferences”, May 6-8, 2002, Las
Vegas, NV e “Oligonucleotide & Peptide Technologies”, 18th & 19th November 2003,
Hamburg, Germany, cujos conteudos sdo aqui incorporados por referéncia.

Oligonucleotideos de acordo com a presente invengdo podem opcionalmente incluir
quaisquer anédlogos ou derivados apropriados conhecidos no estado da técnica, incluindo os

listados na Tabela 1 abaixo:

TABELA 1
Analogos de Nucleotideos e Derivados representativos
4-acetilcitidina 5-metoxiaminometil-2-tiouridina
5-(carboxihidroximetil)uridina beta, D-manosilqueuosina
2'-O-metilcitidina 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouridina
5-carboximetilaminometil-2-tiouridina 5-metoxicarbonilmetiluridina
5-carboximetilaminometiluridina 5-metoxiuridina
Dihidrouridina 2-metiltio-N6-isopenteniladenosine
2'-O-metilpseudouridina N-((9-beta-D-ribofuranosil-2-
metiltiopurin-6-il)carbamoil)treonina
D-galactosilqueuosina N-((9-beta-D-ribofuranosilpurin-6-il)N-
metilcarbamoil)treonina
2'-O-metilguanosina Acido uridina-5-oxiacetico -metilester
Inosina Acido uridina-5-oxiacetico
Né6-isopenteniladenosina Wibutoxosina
I-metiladenosina Pseudouridina
1-metilpseudouridina Queuosina
1-metilguanosina 2-tiocitidina
1-metilinosina 5-metil-2-tiouridina
2,2-dimetilguanosina 2-tiouridina
2-metiladenosina 4-tiouridina
2-metilguanosina 5-metiluridina
3-metilcitidina N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-il)-
carbamoil)treonina
5-metilcitidina 2'-O-metil-5-metiluridina
N6-metiladenosina 2'-O-metiluridina
7-metilguanosina wibutosina
5-metilaminometiluridina 3-(3-amino-3-carboxi-propil)uridina
Adenosina bloqueada Citidina bloqueada
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Guanosina bloqueada Timina blogqueada
Uridina bloqueada Metilcitidina bloqueada

Preferéncialmente, o oligonucleotideo se envolve nas células tumorais alvo ou regula
a proteina implicada na resisténcia das células tumorais ao composto terapéutico anti-cancer.
Por exemplo, qualquer proteina conhecida no estado da técnica, tal como BCL-2, para
regulagdo de oligonucleotideos antisensos para terapia do cancer pode ser utilizada para a
presente invengdo. Ver o pedido de patente US No. 10/822.205, depositado em 9 de abril de
2004, cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia. Uma lista ndo—limitante de
oligonucleotideos terapéuticos preferidos inclui oligonucleotideos antisenso HIF-la e
oligonucleotideos. antisense Survivina.

Em uma modalidade preferida, o oligonucleotideo pode ser, por exemplo, um
oligonucleotideo que tenha substancialmente uma seqiiéncia de nucleotideos
substancialmente similar a de Genasense (a’k/a oblimersen de sédio, produzido por Genta
Inc., Berkeley Heights, NJ). Genasense é um oligonucleotideo antisenso de fosfotioato de 18
unidades, TCTCCCAGCGTGCGCCAT (SEQ ID NO: 6), complementar aos seis primeiros
codons da seqiiéncia iniciadora do mRNA humano bcl-2 (mRNA humano bcl-2 é conhecido
no estado da técnica, e é descrito, e.g., como SEQ ID NO: 19 na patente US No. 6.414.134,
aqui incorporada por referéncia). O U.S. Food and Drug Administration (FDA) deu ao
Genasense a classificagdo de Droga Orfa (Orphan Drug) em agosto de 2000. Modalidades
preferidas incluem:

() LNA antisenso Survivina (SEQ ID NO: 3)

mCs‘Ts‘mCs‘As-as‘ts'Cs‘Cs'as'ts‘gs'gs‘mCS‘As'Gs‘C;
onde as letras maitsculas representam LNA, o “s” representa um esqueleto

fosfotioato;
(ii) siRNA antisenso Bcl2:
SENSE 5" - GCAUGCGGCCUCUGUUUGAJdTAT-3' (SEQ ID NO: 4)
ANTISENSE 3'- dTdTCGUACGCCGGAGACAAACU-5' (SEQ ID NO: 5)
onde dT representa DNA;
(i) Genasense (oligonucleotideo fosfotioato antisenso): (SEQ ID NO: 6)

ts‘cs‘ts‘cs-cs'Cs'as‘gs'Cs'gs"ts'gs'cs'gs'cs'cs‘cs'as‘t
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onde as letras minusculas representam DNA e *'s” representa esqueleto
fosfotioato;
(iv) HIF 1a LNA antisenso (SEQ ID: 7)

57- sTsGsGscsasasgscsastseses TsGsTsa -3° (SEQ ID NO: 7)

onde as letras maidsculas representam LNA, o “s” representa um esqueleto
fosfotioato;

LNA inclui 2°-0, 4’-C metileno-biciclonucleotideo como mostrado abaixo:

i B LNA Monomer

8-D configuration
Q ¢

$

onde “monomer” = mondmero e “configuration” = configuragdo.

Ver a descrigdo detalhada de LNA de survivina nos pedidos de patente US Nos.
11/272.124, intitulado “LNA Oligonucleotideos and the Treatmemt of Cancer” e 10/776.934,
intitulado “Oligomeric Compounds for the Modulation Survivin Expression”, cujos
ensinamentos sdo aqui incorporados por referéncia. Ver também os pedidos de patente US
Nos. 10/407.807, intitulado “Oligomeric Compounds for the Modulation HIF-1 Alpha
Expression” e 11/271.686, intitulado “Potent LNA Oligonucleotideos for Inhibition of HIF-
1A Expression”, cujos contetidos sdo aqui incorporados por referéncia.

Os oligonucleotideos empregados nos compostos aqui descritos podem ser
modificados com ligantes (CH,),, amino nas terminac¢des 5’ ou 3’ dos oligonucleotideos,
onde w, nesse aspecto, ¢ um ndmero inteiro positivo preferéncialmente de cerca de 1 a cerca
de 10, preferéncialmente 6. Os oligonucleotideos modificados contemplados nos compostos
aqui descritos podem ser NH-(CH,),,-Oligonucleotideo.

Numa modalidade preferida, a terminagio 5’ da mesma fita de siRNA é modificada.
Por exemplo, o siRNA empregado nos conjugados poliméricos é modificado com um 5'-Cs-
NH;. Uma modalidade particular da presente invengdo emprega Bcl2-siRNA tendo a
seqii€éncia de

SENSO 5'-(NH»-Cs)GCAUGCGGCCUCUGUUUGAdTAT-3'

ANTISENSO 3'- dTdTCGUACGCCGGAGACAAACU-5'.
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Em uma outra modalidade preferida, os compostos aqui descritos podem incluir
oligonucleotideos modificados com ésteres impedidos contendo ligantes (CHs)w amino. Ver

o pedido de patente US No. 60/844.942 intitulado “Polyalkylene Oxide Having Hindered
Ester-Based Biodegradable Linkers™, cujos ensinamentos s3o aqui incorporados por

5 referéncia. Os compostos poliméricos podem liberar os oligonucleotideos sem a cauda

amino. Por exemplo, os oligonucleotideos podem ter a estrutura:

NH-(CH >§\
(CH2)a O—0ligonucleotide

O (onde “oligonucleotide” =
oligonucleotideo)
10 em que w € um numero inteiro positivo de cerca de 1 a cerca de 10,
preferéncialmente cerca de 6.

Em ainda outra modalidade preferida, os oligonucleotideos podem ser modificados
com ligantes (CHa)y sulfhidril (tio oligonucleotideos). Os tio oligonucletideos podem ser
utilizados para conjugagio direta ao residuo cisteina do peptideo positivamente carregado por

15 meio do grupo maleimidila. Os tio oligonucleotideos podem ter estrutura SH-(CH2)w-
Oligonucleotideo. Os tio oligonucleotideos podem ainda incluir ésteres impedidos tendo a

estrutura:

SH-(CH
( 2)"‘>§\o——ongonucleotide

o (onde “oligonucleotide” =
oligonucleotideo).
20 Exemplos dos oligonucleotideos modificados incluem:
(i) Genasense modificado com cauda C¢-NHo:

57- NHa- Cég- stsCstsCs€4Cas8sCs@stsZsCsZsCsCsast -3

H N/\/\/\/O—l'?l*T-sC-sT—sC-sC-sC—sA-sG-sC-sG-sT-sG-sC-sG-sC—sC-sA-sT
2 - .
(ii) HIFla LNA antisenso modificado com cauda Cs-NHy:
25 5’- NH3-Cg- TiGGscsasasgscsastscscs TsGsTa -3

(iii)  Survivina LNA antisenso modificado com cauda Cg-NH>:
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5’- NH»- Ce- SmCSTSmCsAsastsCsCsastsgsgsmCsAsGsC -3
(iv)  Survivina LNA antisenso modificado com cauda Cs-SH:

5°- HS- Ce- smCsTsmCsAsastsCsCsastsgsgsmCsAsGsC -3

(v) Genasense modificado com cauda de éster impedido:

o
HZN\/\/*—O—T-C-T—C—C—C-A—G-C-G-T-G-C-G-C-C—A—T

4. Porgdes Biologicamente Ativas Adicionais

Em adigdo, os compostos da presente invengdo podem ser preparados utilizando-se
muitos outros compostos. Por exemplo, os compostos biologicamente ativos tais como
derivados cisplatina contendo grupos OH, floxuridina, podofilotoxina e compostos
relacionados podem ser incluidos.

Outros compostos precursores uteis incluem, por exemplo, algumas proteinas,
enzimas e peptideos de baixo peso molecular biologicamente ativos, incluindo peptido
glicanos, assim como outros agentes anti-tumor, agentes cardiovasculares tais como
forskolina, anti-neoplasicos tais como combretastatina, vinblastina, vincristina,
doxorrubicina, AraC, maitansina, etc. anti-infectivos tais como vancomicina, etc. anti-
fungicos tais como nistatin ou amfoteracina B, agentes anti-inflamatérios, agentes esteroidais
e semelhantes.

A seguir ilustram-se porgdes biologicamente ativas que sdo apropriadas para as pro

drogas da presente invengio.

F. LIGANTES PERMANENTES E LABEIS: (L, e L3)

Os ligantes L, e L3 incluem ligantes bifuncionais. Os bifuncionaispodem ser ligantes
permanentes ou labeis. Os ligantes bifuncionais incluem aminoacidos ou derivados de
aminoacidos. Os aminoacidos podem ser tanto aminoacidos de ocorréncia natural ou nio.
Derivados e andlogos de aminoécidos de ocorréncia natural, assim como varios aminoacidos
sem ocorréncia natural conhecidos no estado da técnica (D ou L), hidrofébicos ou nao,

também sdo contemplados dentro do escopo da invengdo. Uma lista ndo-limitante apropriada
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dos aminoacidos sem ocorréncia natural inclui acido 2-aminoadipico, acido 3-aminoadipico,
beta-alanina, acido beta-aminopropidnico, acido 2-aminobutirico, acido 4-aminobutirico,
acido piperidinico, 4acido 6-aminocapréico, 4cido 2-aminoheptandico, acido 2-
aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2-aminopimelico, 4acido 2,4-aminobutirico,
desmosina, &cido 2,2-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropiénico, N-etilglicina, N-
etilasparagina, 3-hydroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, allo-isoleucina, N-
metilglicina, sarcosina, N-metil-isoleucina, 6-N-metil-lisina, N-metilvalina, norvalina,
norleucina, e ornitina. Alguns residuos de amino4cidos preferidos sdo selecionados dentre
glicina, alanina, metionina e sarcosina e, mais preferéncialmente, glicina.

Alternativamente, L, e L; podem ser selecionados dentre:

-[C(=0)](CR22R ;) [C(=0)]\ -,

-[C(=O0)]\(CR22R23)-O[C(=0)],- ,

-[C(=O)]\(CR22R23)-NR [ C(=0)], -,

-[C(=0)]VO(CR22R23)[C(=0)], -,

-[C(=0)]VO(CR22R23)O[C(=0)], -,

-[C(=O)]VO(CR22R23)NR 3 [C(=0)] -,

-[C(=O)]\NR21(CR2R23)[C(=0)]\ -,

-[C(=O0)]\NR21(CR2R::3)O[C(=0)] -,

-[C(=0)]\NR2;(CR22R23)NR [ C(=0)], -,

-[C(=0)](CR22R23)0-(CR25R29) [C(=0)] - ,

-[C(=O)](CR22R23)NR26-(CR28R29)[C(=0O)] -,

-[C(=0)](CR22R23)S-(CR25R29) [C(=O)] - ,

'[C(:O)]VO(CR22R23)tO'(CR28R20)t’[c(20)]v" >

-[C(=0)]VO(CR22R23)NR26-(CR25R29) [C(=O)]\ - ,

-[C(=0)]vO(CR22R23)S-(CR28R 20)¢ [C(=0)], - ,

-[C(=0)]W\NR21(CR22R23)0-(CR23R29)¢ [C(=0)] -,

-[C(=0)]WNR21(CR22R23)NR26-(CR28R29) [C(=0)], - ,

-[C(=0)]\NR21(CR22R23)S-(CR25R29) [C(=0O)], - ,

-[C(ZO)]W(CR22R23CR23R 200 NR [ C(=0)], - ,

-[C(=O)]\(CR22R23CR25R2,0) [ C(=0)]. -,

-[C(=0)]VO(CR2R23CR8R2900)NR [ C(=0)], - ,
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-[C(=O0)VO(CR2R23CR 28R 200), [ C(=0)], -,
-[C(=0O)]WNR21(CR22R23CR23R290)NR26[C(=0)], - ,
-[C(=0)}W\NR21(CR22R23CR 2R 200),[C(=0)] - ,
-[C(=O)]W(CR22R23CR 23R 260)(CR24R25) [C(=0)], - ,
-[C(=0)]vO(CR22R23CR 38R 290)(CR24R 25) [C(=0)] - ,
-[C(=0)]\NR21(CR2R3CR 23R 250)( CR24R 25)¢ [C(=0)] - ,
-[C(=0)JUCR22R23CR 28R 290)(CR24R25) O[C(=0)] - ,
-[C(=0)](CR22R23)(CR24R55CR25R260) [C(=0)]y -,
-[C(=O)]W(CR22R23)((CR24R55CR258R260)¢NR26[ C(=0)] - ,
-[C(=0)]VO(CR22R23CR23R290)(CR24R25)r O[C(=0)]\ - ,
-[C(=0)]vO(CR22R23)(CR24R5CR25R200) [C(=0)]y-- ,
-[C(=0)]vO(CR22R23)(CR23CR25CR,8R200): NR26[C(=0)], -,
-[C(=0)]\NR21(CR2R:3CR24R20)(CR24R25)-O[C(=0)], -,
-[C(=O))WNR21(CR2R23)(CR24R25CR25R200) [C(=0)]\ -,
-[C(=O)}\NR21(CR22R23)(CR24R25CR28R260) NR 6 [C(=0)] - ,

O
\N @]
\N/\/N
o H o)

-[c(:O)]VO(CRZZRB)t@(CR24R2S)tNRzé[C(zonv.-’
[C(=0)] O(CR22R23)t‘—®7(CR24R25), OIC-O)],~

{C(=0)] NRz1(CR22R23)1~®—(CR24R25)[NRzé[C( 0Nl
[C(= O)JVNRm(CRzszg)tO(CRust)tO[C( o)y~

em que:
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R2j29 sdo independentemente selecionados dentre hidrogénio, C,, alquilas, Cs_j,
alquilas ramificadas, C;g cicloalquilas, Cj¢ alquilas substituidas, Cs.g ciloalquilas
substituidas, arilas, arilas substituidas, aralquilas, C,4 heteroalquilas, C,¢ heteroalquilas
substituidas, C. alcoxi, fenoxi e C heteroalcdxi;

(t) e () sdo independentemente zero ou um numero inteiro positivo,
preferéncialmente zero ou r um numero inteiro de cerca de 1 a cerca de 12, mais
preferéncialmente um numero inteiro de cerca de 1 a cerca de 8 e ainda mais
preferéncialmente 1 ou 2; e

(v) e (v’) sdo independentemente zero ou 1.

Preferéncialmente, os ligantes bifuncionais podem ser selecionados dentre:

-[C(=0)]:NH(CH,),CH=N-NHC(=0)-(CHa),- ,

-[C(=O)]:NH(CH2)(CH>CH,0)(CH2),NH[C(=0)], - ,

-[C(=O0)]:NH(CH2CH2)(CH,CH,0),NH[C(=0)],- ,

-[C(=0)]:NH(CH2CH,);NH(CH,CH,)s[C(=0)], - ,

-[C(=0)]s NH(CH,CH,);S(CH,CH,); [C(=0)],- ,

-[C(=0)]:NH(CH,CH,)(CH>CH,0)[C(=0)],-- ,

-[C(=O0)]:NH(CH2CH2);O(CH2CH2) [C(=0)], -,

-[C(=0)]:NH(CH,CH,O0)(CH)NH[C(=0)],- ,

-[C(=0)]:NH(CH,CH20)2(CH2)[C(=0)],- ,

-[C(=0)I:NH(CH2CH20)s(CH2)s [C(=O)],- ,

-[C(=0O)];NHCH,CH,;NH[C(=0)];- ,

-[C(=0)]:NH(CH,CH).0[C(=0)]r -,

-[C(=0)]:NH(CH,CH,0)[C(=0)]- ,

-[C(=0)]/NH(CH2CH,0),[C(=0)], -,

-[C(=O)I:NH(CH,);[C(=0)],- ,

-[C(=0)];:O(CH,CH,0),(CH)[C(=0)],-- ,

-[C(=0)]:O(CH2)NH(CH,);[C(=0)],- ,

-[C(=O0)]:O(CH,CH,0),NH[C(=0)], -,

-[C(=0)]:0(CH2)20(CH2);[C(=0)];- ,

-[C(=0)];O(CH2):S(CH»):[C(=0)],-,

-[C(=0)]:O(CH.CH)NH[C(=0)], -,



10

15

20

25

40/84

-[C(=0)]:O(CH,CH)O[C(=0)],- ,
-[C(=0)]:O(CH2);NH[C(=0)], -,
-[C(=0)];O(CH,);0[C(=0)],-,
-[C(=0)];O(CH,);[C(=0)],-,
-[C(=0)].CH,NHCH;[C(=0)],- ,
-[C(=0)].CH,OCH,[C(=0)],-,
-[C(=0)},CH,SCH,[C(=0)]; -,
-[C(=0)]:S(CH2)3[C(=0)],- .
-[C(=0)](CH2)3[C(=0)];-,

_[C(=O)]rOCH2@CH2NH[C(=O)]r'_
—IC<=O>1rOCHzOCHZO[C<=O>;r-—
—[C(=O)],NHCHZOCH2NH[C(=O)],v— .
‘[C(=0)]rNHCHzOCHzo[C(=O)]r.—

em que (r) e (r’) sdo independentemente zero ou I, contanto que ambos (r) e (r’) ndo

sejam simultaneamente zero.

1. Ligantes labeis

Numa modalidade preferida de presente invengdo, os compostos aqui descritos
apresentam uma por¢do biologicamente ativa ligada a um ligante 1abil. Uma vantagem da
invengdo € que a porgdo biologicamente ativa pode ser liberada de maneira controlada.

Dentre os ligantes ldbeis podem ser ligantes baseados na eliminagio de benzila,
ligantes baseados em trialquila bloqueadas (ou baseados em bloqueio lactonizado trialquila),
ligantes baseados em bicina, ligantes acidos labeis, peptideos lisossomalmente clivaveis e
peptideos clivaveis por captepsina B. Dentre os ligantes 4cidos labeis podem ser ligagdo de
dissulfeto, ligantes contendo hidrazona e ligantes contendo tiopropionato.

Alternativamente, os ligantes libeis sdo ligantes labeis intracelulares, ligantes
extracelulares e ligantes acidicos ldbeis. Os ligantes acidos labeis, tais como ligagdes de

hidrazona, podem ser hidrolizados no ambiente acido do lisossoma. Alguns ligantes labeis
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apropriados sdo oligopeptideos incluindo Val-Cit, Ala-Leu-Ala-Leu, Gly-Phe-Leu-Gly e
Phe-Lys. Um ligante labil preferido € um ligante peptidila (Val-Cit) que pode ser
especificamente degradado por captesina B. Preferéncialmente, L inclui ligante labil.

Os ligantes labeis preferidos incluem:

ﬁ”— Ras |Y|14
‘% L1 C—T Yio—Ar C:: Yi3— —g"
Ra
Tal Jdb11 cll

|
[VaVaVaVal
r~
—
L) ]
1
e
-t
(Sal]
o

_c11[ Jdm R33 Ris| Yie
l l
SEIRAES
O R34 R35
Ar gl h11
Ri7 i
Y1 Rag

% C L13}—o—--c——<CR44R45)

111
i1 j1 | \ Y1e
|
R39J |
(Dx119~

k11 N C C

As1— (11— (L14)q11TC L1;_O C—1(CR46R47) 114

-~ - ni1 5
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O
2~
-Val-Cit-,
-Gly-Phe-Leu-Gly-,
-Ala-Leu-Ala-Leu-,
-Phe-Lys-,

0
~§—Va|—Cit——'cl,—“@—\
P

)

0o
-§—Phe—L s—lé—'r:lt@—\
y oy

-§—VaI—Cit—2N_®_\O~<ﬂé

o) 0,

HN )\
—§-Phe-|_ys~§ o—:(”

o)
-Val-Cit-C(=0)-CH,OCH,-C(=0)-,
-Val-Cit-C(=0)-CH,SCH2-C(=0)-, e
“NHCH(CH3)-C(=0)-NH(CH,)e-C(CH3),-C(=0)-

em que,

[}

Y 11.19 sdo independentemente O, S ou NRu;s;

R348, Rsos; € As; sdo independentemente selecionado dentre hidrogénio, C;¢
alquilas, Cs.;» alquilas ramificadas, C;g cicloalquilas, C,¢ alquilas substituidas, Cs.g
ciloalquilas substituidas, arilas, arilas substituidas, aralquilas, C, heteroalquilas, Cj.¢
heteroalquilas substituidas, C,.alcdxi, fendxi e C. heteroalcoxi;

Ar é uma porgao arila ou heteroarila;

L11.15 sdo independentemente espagadores bifuncionais selecionados;

J e J’ s@o independentemente selecionados dentre porgdes ativamente transportadas
para uma célula alvo, porgdes hidrofobicas, por¢des ligantes bifuncionais e combinagdes
destes;

(cl1), (h11), (k11), (111), (ml1) e (nl1) sdo independentemente numeros inteiros

positivos selecionados, preferéncialmente 1;
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(all), (ell), (gll), (j11), (ol1) e (ql11) sdo independentemente tanto zero ou um
namero inteiro positivo, preferéncialmente 1; e

(b11), (x11), (x’11), (f11), (il1) e (p11) sdo independentemente zero ou um.

Varios ligantes labeis. baseados em elimina¢do de benzila ou baseados em trialquila
bloqueadas sdo descritos, por exemplo, nas petentes US Nos. 6.180.095, 6.720.306,
5.965.119, 6.624.142 e 6.303.569, cujos conteudos sdo aqui incorporados por referéncia. Os
ligantes baseados em bicina sio também descritos nas patentes US Nos. 7.122.189 e
7.087.229 e nos pedidos de patente US Nos. 10/557.522, 11/502.108 e 11/011.818, cujos
contedos sdo aqui incorporados por referéncia.

Preferéncialmente, os compostos biologicamente ativos incluindo oligonucleotideos
sdo ligados a por¢des poliméricas dos compostos aqui descritos por meio de ligantes acidos
labeis. Sem se prender a nenhuma teoria, os ligantes acidos labeis facilitam a liberagdo de
oligonucleotideos dos compostos poliméricos dentro de células e especificamente no

lisossoma, endossoma ou macropinossoma.

2. Ligantes permanentes

Em aspectos preferidos da invengdo, a por¢do direcionadora tal como SCA ¢ ligada
ao ligante multifuncional por um ligante permanente. Os ligantes permanentes sdo capazes de
se conjugar a porgdes direcionadoras e ao ligante multifuncional. Um ligante permanente
preferido pode ser uma molécula contendo maleimidila que pode prover uma ligagdo tio-éter.

Os ligantes permanentes contendo grupos maleimidila podem ser selecionados dentre:

e} o) o)
O \é{/\bé_ ;H/\/O\/\bg_ ééu/\/\/\bg_
YU\/\J", o , : o ,

(@]

H 0 0 H o
EiN\/\/\bg_ \fm/\/\bé_ EiN\/\bé_
) o) , O s

O

O
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Numa modalidade alternativa, os ligantes permanentes incluem estruturas
correspondendo a aquelas mostradas acima, mas ao invés de um grupo maleimidila, tendo
grupos tais como vinila, residuos de sulfona, amino, carboxi, mercapto, hidrazide, carbamato

a semelhantes ao invés de maleimidila.

G. GRUPOS DE SAIDA E GRUPOS FUNCIONAIS

Em alguns aspectos, grupos de saida apropriados incluem, sem limitagdo, halogénios
(Br, Cl), carbonato ativado, carbonilimidazol, imida-tione ciclica, isocianato, N-
hidroxisuccinimidila, para-nitrofen6xi, N-hidroxiftalimida, N-hidroxibenzotriazolil, imidazol,
tosilato, mesilato, tresilato, nosilato, C,-C¢ alquildxi, C,-C alcanoildxi, arilcarboniloxi, orto-
nitrofenéxi, N-hidroxibenzotriazolil, imidazol, pentafluorofendxi, 1,3,5-triclorofendxi, e
1,3,5-trifluorofendxi ou outros grupos de saida apropriados que serfio evidentes para um
técnico no assunto.

Para os fins da presente invencdo, grupos de saida devem ser entendidos como grupos
capazes de reagir com um nucleofilo encontrado no alvo desejado, i.e. uma porgdo
biologicamente ativa e uma porgfo direcionadora.

Em algumas modalidades preferidas, grupos funcionais para serem ligados aos
sistemas de transporte polimérico incluem maleimidila, vinila, residuos de sulfona, amino,
carbdxi, mercapto, hidrazida, carbazato e semelhantes, que podem ainda ser conjugados a um
grupo ativo ou grupo direcionador.

Para os fins da presente invengdo, quando D, ou D, sdo grupos funcionais , os grupos
L, e L3 ndo sdo porgdes funcionais.

Numa modalidade preferida, o grupo funcional pode ser maleimidila e os grupos de
saida podem ser selecionados dentre OH, metdxi, tert-butdxi, para-nitrofenoxi e N-

hidroxisuccinimidila.

H. MODALIDADES PREFERIDAS CORRESPONDENDO A FORMULA (1)

Algumas modalidades particulares preparadas pelos métodos aqui descritos incluem:
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em que
mPEG tem Formula: CH3;-O(CH,CH,0),-;
PEG tem Férmula -O(CH,;CH,0),-;

(n) ¢ um namero inteiro positivo de cerca de 10 a cerca de 2.300;

D2

—~

o

Rsi e Rs; s@o independentemente selecionados dentre hidrogénio, C,.¢ alquilas, Cs.12

ramificadas, Cjjg cicloalquilas, C,¢ alquilas substituidas, Ci.g ciloalquilas
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substituidas, arilas, arilas substituidas, aralquilas, C,, heteroalquilas, C,., heteroalquilas
substituidas, C,.¢alcoxi, C.¢ alquiloxicarbonila, ariloxicarbonil, fendxi e C,.¢ heteroalcoxi;
D, € uma porgdo direcionadora, um grupo funcional ou um grupo de saida; e
D, ¢ uma porgdo biologicamente ativa, um grupo funcional ou um grupo de saida.

Compostos poliméricos preferidos de acordo com a presente invengio incluem:
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RGD ¢
HS

O3
KQO NH

4 H
HN_ _O NTNHZ
Inﬁ NH

O

COOH O

LNA ¢ 4cido nucléico bloqueado;

“Folic acid” é o residuo de

OH
N
H,N—</ \ N HQ,
N=— —>—\ O o
HNIlte
OH
o ;

SN38 € 7-etil-10-hidroxicamptotecina;
mPEG tem Férmula: CH3;-O(CH,CH,0),-;
PEG tem Férmula -O(CH>CH,0),-; e

(n) € um ndmero inteiro positivo de cerca de 10 a cerca de 2.300.

I METODOS PARA PREPARAR OS CONJUGADOS

Geralmente, os conjugados podem ser feitos pela adigdo segiiencial de polimero,
agente citotoxico e porgdo direcionadora ao ligante multifuncional. A ordem exata de adi¢do
nfo ¢é limitada a esta ordem e, como sera evidente para um técnico no assunto, existem
aspectos onde o PEG ser4 adicionado primeiro ao ligante multifuncional, seguido pela adigdo
do agente direcionador tal como um anticorpo monoclonal. Detalhes relativos a alguns
aspectos preferidos desta modalidade sdo apresentados nos Exemplos abaixo.

Em um aspecto da invengdo, o composto polimérico tendo um ligante multifuncional
pode ser preparado pela conjugagdo de um composto polimérico tendo um grupo OH ou um
grupo de saida terminal com um nucleofilo contendo um agente citotéxico ligado por meio
de um ligante opcional. O técnico no assunto podera utilizar menor quantidade de nucleofilo

quando comparado ao nimero de grupos de saida no polimero para formar um intermediario
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contendo tanto agente citotoxico e grupos de saida. Este intermediario pode ainda reagir com
uma por¢do direcionadora para formar o conjugado polimérico multi-substituido com agente
citotoxico e agente direcionador. Alternativamente, o polimero pode ser ativado com grupos
diferentes para dar reatividades quimicas diferentes frente a varias por¢des nucleofilicas. Por
exemplo, grupos de protegdo diferentes tais como tert-Bu éster e éster metilico de terminais
de acidos carboxilicos podem ser desprotegidos seletivamente e passo-a-passo para gerar
varios graus de grupos ativos para serem conjugados com agentes biologicamente ativos tais
como agentes citotoxicos e agentes direcionadores. Como mostrado na FIG. 1, o grupo
maleimidila e éster succinimidilico podem reagir seletivamente com por¢des contendo SH ou
NH,, respectivamente.

Todas as reagdes quimicas aqui descritas sdo reagdes com condi¢des e etapas
necessarias conhecidas de um técnico no assunto. As reagdes sintéticas aqui descritas ndo
necessitam de experimentagdo desnecessaria.

Os métodos para preparar conjugados poliméricos contendo ligantes multifuncionais
compreendem:

Reagir um composto de Férmula (I11a):

Mi—(L1)a—Lo—M;

R4

Az (I11a)
com um composto contendo uma porgdo biologicamente ativa de Férmula (I11b):
M3—(L3)o D22
sob condi¢es suficientes para formar um composto de Férmula (IlIc):

Mi—(L1)a—Lo—(L3)p— D>

R4
/

Azz (I1lc)
em que
R, € um polimero hidrossoluvel substancialmente ndo-antigénico;

Az é um grupo de protecdo ou

Mi—(L1)a—L2—M, :



10

15

20

68/84

Az é um grupo de prote¢do ou

Mi—(L1)a—Lo—(L3)p—Dy; .

M, € um grupo funcional;

D2, € uma porgdo biologicamente ativa;

M; € OH ou um grupo de saida;

M3 é OH, NH,, ou SH;

L, é um ligante permanente ou um ligante labil;

L; é um ligante multifuncional;

L3 é um ligante permanente ou um ligante labil; e

(a) e (b) s@o independentemente zero ou um niimero inteiro positivo.
Os métodos ainda incluem

Reagir o composto de Férmula (I1Ic):

Mi—(Ly)a—Lo—(L3)e—Dy;

R
|

A2 (11lc)
com uma porg¢éo contendo nucleofilo tendo Férmula (I11d)
D21 —M, (111d)
em condi¢des suficientes para formar um composto de Férmula (Ille):
D= (Ly)a—La—(Ls)o— D2

R
|

Azs (Ille)
em que:

A2z é um grupo de prote¢io ou

D2y—(L1)a—Lo—(L3)p,— Dy, :

M, é um functional group;
D5, € uma porg¢édo direcionadora; e

M4 é OH, NHz, ou SH.
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A ligagdo de um composto nucleofilico tal como os de Férmula (11Ib) ao PEG ou
outro polimero pode ser feita utilizando técnicas de sintese organica padrdo bem conhecidas
de um técnico no assunto. A porgio polimérica ativada tal como SC-PEG, PEG-amina,
acidos PEG, etc. pode ser obtida tanto de fontes comerciais quanto ser sintetizada pelo
técnico no assunto sem experimentagio desnecessaria.

A ligagdo de composto nucleofilico tal como os de Férmula (Illb) a porgdes
poliméricas € preferéncialmente conduzida na presenga de um agente de acoplamento. Uma
lista ndo-limitante de agentes de acoplamento inclui 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIPC),
qualquer carbodiimida de dialquila, haletos de 2-halo-1-alquil-piridinio (regaentes de
Mukaiyama), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil carbodiimida (EDC), anidrido ciclico de acido
propanofosfénico (PPACA) e fenil diclorofosfatos, etc. que sdo disponiveis, por exemplo, de
fontes comerciais tais como Sigma-Aldrich Chemical, ou sintetizados utilizando técnicas
conhecidas.

Preferéncialmente, as reagdes sdo conduzidas em solvente inerte tal como
diclorometano, cloroférmio, DMF ou misturas destes. As reagdes podem ser
preferéncialmente conduzidas na presenga de uma base tal como dimetilaminopiridina
(DMAP), diisopropiletilamina, piridina, trietilamina, etc. para neutralizar &cidos
eventualmente gerados. As reagdes podem ser conduzidas em temperaturas de cerca de 0°C a
cerca de 22°C (temperatura ambiente). Algumas modalidades particulares preparadas pelos

métodos aqui descritos incluem:

H.  METODOS DE TRATAMENTO

Em aspectos alternativos da invengdo, sdo também apresentados métodos para tratar
um mamifero compreendendo administrar uma quantidade eficaz de uma composi¢io
farmacéutica contendo um composto da presente invengdo de Formula (I) a um paciente com
necessidade da mesma.

Em um aspecto preferido da invengdo, sdo também providos métodos para tratar um
paciente tendo uma neoplasia ou cancer, compreendendo administrar uma quantidade eficaz

de uma composi¢do farmacéutica contendo um composto da presente inven¢do de Férmula
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(I) a um paciente com necessidade da mesma. Em alguns aspectos, o cancer sendo tratado
pode ser um ou mais dos seguintes: tumores solidos, linfomas, cincer de pulméo de célula
pequena, leucemia linfécita aguda (ALL), cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de ovario,
canceres gastricos, etc. As composi¢des sdo (teis para tratar doengas neoplasicas, reduzir o
fardo do tumor, prevenir metastases ou neoplasmas e prevenir recorréncias de
tumor/crescimento neoplasico em mamiferos.

Um outro aspecto da presente invengdo apresenta métodos de tratamento de varias
condigdes médicas em mamiferos. Resumidamente, qualquer porgdo biologicamente ativa
que possa ser ligada ao polimero PEG pode ser administrada a um mamifero com
necessidade de tal tratamento. Qualquer oligonucleotideo, etc. que tenha efeito terapéutico
em seu estado ndo-conjugado pode ser utilizado em sua forma conjugada, feita como aqui
descrito.

A quantidade de composi¢do que sera administrada vai depender da molécula
precursora ali incluida. Geralmente, a quantidade de pro droga utilizada nos métodos de
tratamento € uma quantidade que alcanca eficazmente o resultado terapéutico em mamiferos.
Naturalmente, as doses de varios compostos por drogas variardo dependendo do composto
precursor, razdo de in vivo, peso molecular do polimero, etc. um técnico no assunto
determinara a dose o6tima dos conjugados de transporte poliméricos baseando-se na
experiéncia clinica e na indicag¢fo de tratamento. As dosagens verdadeiras serio evidentes
para um técnico no assunto sem experimentacgio desnecessaria.

Os compostos da presente invengdo podem ser incluidos em uma ou mais
composi¢des farmacéuticas para administragdio em mamiferos. As composi¢des
farmacéuticas podem ser com base em uma solugdo, suspensdo, tablete, capsula ou
semelhante, preparadas de acordo com métodos bastante conhecidos no estado da técnica.
Também ¢ contemplado que tais composigdes podem ser para vias orais e/ou parenterais,
dependendo das necessidades do técnico no assunto. Uma solugdo e/ou suspensdo da
composi¢do pode ser utilizada, por exemplo, como um veiculo para inje¢do ou infiltragdo da
composi¢do por meio de técnicas conhecidas no estado da técnica, e.g., injecdo intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea e semelhantes. Tal administragio pode também ser

por infusdo em um orificio ou cavidade, assim como por inalagdo ou vias intranasais. Em
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aspectos preferidos da invengéo, entretanto, os conjugados poliméricos sio administrados
parenteralmente a mamiferos com necessidade dos mesmos.

Em ainda um aspecto da presente invencdo, sdo providos métodos para administrar
polinucleotideos (oligonucleotideos), preferéncialmente oligonucleotideos antisenso a células
de mamiferos. Os métodos incluem transportar uma quantidade efetiva do conjugado
preparado como aqui descrito para a condi¢do sendo tratada e dependerdo da eficdcia dos
polinucleotideos para tais condigdes. Por exemplo, se o oligonucleotideo ndo-conjugado (por
exemplo BCL2 oligonucleotideos antisenso, Survivin-oligonucleotideos antisenso) possuir
eficacia contra certos canceres ou células neoplésicas, o método vai incluir transportar um
conjugado polimérico contendo os oligonucleotideos a células tendo suceptibilidade aos
oligonucleotideos nativos. O transporte pode ser feito in vivo, como parte de uma
composi¢do apropriada, ou diretamente a células num ambiente ex vivo. Em um tratamento
particular, os conjugados poliméricos incluindo oligonucleotideos (SEQ ID NO. 1, SEQ ID
NOs: 2 e 3, e SEQ ID NO: 4) podem ser utilizados.

EXEMPLOS

Os exemplos a seguir servem para melhor compreensio da inven¢do mas ndo sdo, de
maneira nenhuma, restritores do escopo da inven¢ido. Os nGimeros em negrito citados nos
Exemplos correspondem aos mostrados na Fig. 1. Abreviagdes foram utilizadas em todos os
exemplos, tais como DCC (diciclohexilcarbodiimida), DCM (diclorometano), DCU
(Diciclohexilureia), DIEA (diisopropiletilamina), DIPC (diisopropilcarbodiimida), DMAP
(4-dimetilaminopiridina), DMF (N,N’-dimetilformamida), DSC (disuccinimidil carbonato),
EDC (1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil carbodiimida), EEDQ (2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-
dihidroquinolina), IPA  (isopropanol), NHS (N-hidroxisuccinimida), NMM (N-
metilmorfolina), PEG (polietileno glicol), SCA-SH (amticorpo de cadeia simples), SN38 (7-
etil-10-hidroxicamptotecina), TBDPS (tert-butil-dipropilsilil), e TEA (trietilamina).

Procedimentos Gerais. Todas as rea¢des foram conduzidas em atmosfera de nitrogénio
seco ou argdnio. Reagentes comerciais foram utilizados sem posterior purificagio. Todos os
compostos PEG foram secos in vacuo ou por destilagdo azeotropica com tolueno antes do

uso. Espectros de RMN'H foram obtidos em 300 MHz e os de RMN"C em 75,46 MHz
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utilizando um espectrometro Varian Mercury 300 e cloroférmio deuterado foi utilizado como
solvente a ndo ser que especificado em contrario. Deslocamentos quimicos (8) foram

reportados em partes por milhdo (ppm) a partir do deslocamento do tetrametil silano (TMS).

Método de HPLC. A mistura reacional e a pureza dos intermediarios e produtos finais foram
monitorados em um instrumento Beckman Coulter System Gold® HPLC. Ele emprega uma
coluna de fase reversa ZORBAX® 300SB C8 (150 x 4,6 mm) ou Phenomenex Jupiter® 300A
CI18 (150 x 4,6 mm) com detetor UV 168 Diode Array, usando gradiente de 10-90 % de

acetonitrila 0,05 % de acido trifluoroacético (TFA) em razdo de fluxo de 1 mL/min.

Exemplo 1. N-(Metoxicarbonil)maleimida (composto 1).

Metilcloroformato (4,4 mL, 56,7 mmol, 1 eq) foi adicionado a uma solugdo de maleimide
(5,5 g, 56,7 mmol, 1 eq) e NMM (6,2 mL, 56,7 mmol, 1 eq) em 200 mL of EtOAc em 0°C. A
suspensdo foi agitada a 0°C por 30 minutos, filtrada e lavada com EtOAc. O filtrado e as
lavagens foram combinados e lavados com agua fria sob Na,SOy4 anidro. Depois da filtragdo
¢ evaporagdo sob vacuo, um solido rosa foi obtido. Purificagdo por cromatografia em coluna

com silica gel (Hexano-EtOAc, 1:1, v/v) deu o produto (4,8 g, 55%).

Exemplo 2. N®-Maleoil-a-(Boc)-L-lisina (composto 2).

N-(Metoxicarbonil)maleimida (315 mg, 2,03 mmol, 1 eq) foi adicionado a uma solugio de
Boc-L-lisina (500 mg, 2,03 mmol, | eq) em 10 mL de NaHCO; aquoso saturado a 0°C. A
mistura foi agitada vigorosamente a 0°C por 40 minutos em temperatura ambiente por mais
uma hora. Depois de resfriada a 0°C, a solugdo foi acidificada a pH 3,0 com H,SO4
concentrado antes de extragdo com acetato de etila. As fases orginicas foram combinadas e
secas sob MgSO4 anidro. Depois da remogdo do solvente in vacuo, o residuo foi purificado
por cromatografia em coluna com silica gel utilizando uma mistura de CHCI;-MeOH (5:1,
v/v) para dar o produto (458 mg, 69%): RMN'H & 1,39-1,87 (6 H, m, (CHz)3), 1,44 (9H, s,
Boc), 3,52 (2H, t, J = 7,2 Hz, NCH>), 4,25-4,30 (1H, m, CH), 5,15 (1H, d, NH), 6,70 (2H, s,

maleimide).

Exemplo 3. N°-Maleoil-a-L-lisina (composto 3).
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Uma solugéo de N*-maleoil-a-(Boc)-L-lisina (172 mg, 0,53 mmol) em 5 mL de DCM anidro
foi tratada com 10 mL de solugdo 2N HCI em éter etilico por uma hora em temperatura
ambiente antes da adi¢do de 10 mL de éter etilico anidro. O solido resultante foi filtrado para
dar um rendimento de 82 mg (59%) do sal de HCl de N°®-Maleoil-a-L-lisina: RMN'H
(CD;0D) 6 1,36-1,54 (2 H, m, CH,), 1,65 (2 H, q, ) = 7.2 Hz, CH>), 1,83-2,02 (2 H, m, CH>),
1,44 (9H, s, Boc), 3,53 (2H, t, J = 6,9 Hz, NCH,), 3.95 (1H, t, 6,2 Hz, CH), 6,82 (2H, s,
maleimide); RMN'"’C (CD;0D) & 23,17, 29,03,31,01, 37,96, 135,26, 172,34, 175,20.

Exemplo 4. SKmPEG-amida-Lys(NE-maleoil)-COOH (composto 4).

A uma solugdo de *mPEGCOONHS (805 mg, 0,16 mmol, 1 eq) em 8 mL de DCM anidro,
adicionou-se N*-maleoil-a-L-lisina (3, 82 mg, 0,31 mmol, 2 eq) em 2 mL de DMF seguido
por DIEA (109 pL, 0,62 mmol, 4 eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura
ambiente durante a noite, filtrada e evaporada sob vacuo. O residuo foi primeiramente
precipitado com DCM/éter e entdo recristalizado com CH;CN/IPA. RMN'C (CDCl): o
22,53, 28,02, 31,69, 37,32, 51,18, 58,86, 70,11-71,73 (PEG), 133,84, 169,51, 170,38, 172,41.

Exemplo 5. SKmPEG—amida-Lys(NE-maleoil)-NHS (composto 5).
**mPEG-Lys(N*-maleoil)-COOH (4) ¢ NHS em DCM a 0°C foram tratados com DCC. A
mistura foi agitada em temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi evaporado sob

vacuo e o residuo precipitado com DCM/éter e entio recristalizado com CH3;CN/IPA.

Exemplo 6. SKmPEG-(:arbamato-Lys(NE-maleoil)-COOH (composto 6).

A uma solugdo de **mPEGCOONHS (5 g, 0,98 mmol, 1 eq) em 45 mL de DCM anidro,
adicionou-se N*-maleoil-a-L-lisina (3, 514 mg, 1,95 mmol, 2 eq) em 5 mL de DMF seguido
de DIEA (0,7 mL, 3,92 mmol, 4 eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura
ambiente durante a noite, filtrada e evaporada sob vacuo. O residuo foi primeiramente
precipitado com DCM/éter etilico e entdo recristalizado com CH3;CN/IPA para dar o
composto 6: RMN'"’C & 22,30, 28,01, 31,89, 37,29, 53,26, 58,89, 64,06, 69,31-71,77 (PEG),
133,87, 155,60, 170,42, 172,82.
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Exemplo 7. SKmPEG—carbam:alto-Lys(NE-maleoil)-NHS (composto 7).

A uma solugdo de SKmPEG-carbamato-Lys(N'°'-ma]eoil)-COOH 6,1 g, 0,19 mmol, 1 eq) e
NHS (88 mg, 0,76 mmol, 4 eq) em 10 mL de DCM a 0°C adicionou-se DIPC (118 puL, 0,76
mmol, 4 eq). A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante a noite. Os solventes
foram evaporados sob vacuo e o residuo foi precipitado com DCM/éter e entdo recristalizado
com CH3;CN/IPA para dar o composto 7: RMN'C & 22,31, 25,90, 28,25, 32,39, 37,44,
52,42, 59,30, 64,92, 69,64-72,18 (PEG), 134,25, 155,59, 167,75, 168,55, 170,91.

Exemplo 8. Composto 8.

A uma solugdo de 5’extGS (5 mg, 0,85 umol) em tampao PBS (2,5 mL, pH 7,8) adicionou-se
o composto 7 (92 mg, 17 pmol, 20 eq) e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2
horas. A mistura reacional foi diluida a 10 mL com &gua, filtrada e vertida numa coluna
Poros HQ, de troca iénica forte (10 mm x 1,5 mm, volume de leito ~ 16 mL) que foi pré-
equilibrada com tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,0 (tampdo A). A coluna foi lavada com 3-4
volumes de coluna de tampdo A para remover o excesso de ligante PEG. Entéo, o produto foi
eluido com um gradiente de 0 a 100 % 1M NaCl em tampdo Tris-HCl 20 mM, pH 7,0,
tampdo B em 10 minutos, seguido por 100 % tampao B por 10 minutos numa razdo de fluxo
de 10 mL/min. O produto eluido foi dessalgado utilizando-se uma coluna de dessaliniza¢do

HiPrep (50 mL) e liofilizado para dar o 8 (1 mg oligo equivalente, 40% rendimento).

Exemplo 9. Composto 9.

A uma solugdo de composto 8 (1 mg oligo equivalente) em tampdo PBS (1 mL, pH 7,0)
adicionou-se o peptideo cRGDfC (1 mg, 1,7 umol) e a mistura foi agitada em temperatura
ambiente por 2 horas. A mistura reacional foi diluida a 20 mL com 4gua e vertida numa
coluna Poros HQ, de troca idnica forte (10 mm x 1,5 mm, volume de leito ~ 16 mL) que foi
pré-equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,0 (tamp&o A). A coluna foi lavada com
3-4 volumes de coluna de tampdo A para remover o excesso de ligante PEG. Entdo, o
produto foi eluido com um gradiente de 0 a 100 % M NaCl em tampao in Tris-HCI 20 mM,
pH 7,0, tampdo B por 10 minutos, seguido por 100 % tampao B por 10 minutos com razdo de

fluxo de 10 mL/min. O produto eluido foi dessalgado utilizando-se a coluna de
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dessalinizagdo HiPrep (50 mL) e liofilizado para dar o composto 9 (0,78 mg oligo

equivalente, 78% rendimento).

Exemplo 10. Composto 10.

A uma solug@o de édlcool p-amino-benzilico (1 g, 8,12 mmol, 1 eq) em 80 mL de THF anidro
adicionou-se DIEA (1,4 mL, 8,12 mmol, 1 eq) e Boc,0 (1,9 mL, 8,12 mmol, 1 eq). A mistura
foi aquecida a refluxo durante a noite e entfio resfriada e evaporada sob vacuo. O residuo foi
dissolvido em EtOAc. A fase organica foi lavada com solugdo 0,IN de HCI, seca sob
MgSO0s,, filtrada e evaporada sob vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em
coluna em silica gel (Hex-EtOAc, 1:1, v/v) para dar 1,85 g de produto (rendimento
quantitativo): RMN'H & 1,49 (9H, s), 2,17 (1H, s), 4,53 (2H, s), 6,83 (1H, s), 7,19 (2H, d, J =
8,5 Hz), 7,28 (2H, d, ] = 8,2 Hz); RMN"C & 28,28, 64,54, 80,37, 118,49, 127,59, 135,31,
137,46, 152,72.

Exemplo 11. Composto 11.

A uma solug@o a -20°C do composto 10 (220 mg, 0,98 mmol, 1 eq) e DIEA (188 uL, 1,08
mmol, 1,1 eq) em 8 mL de DCM anidro, adicionou-se uma solugdo de MsCl (84 pL, 1,08
mmol, 1,1 eq) em 2 mL de DCM andro, gota a gota. A mistura foi deixada alcangar a
temperatura ambiente e entdo agitada por 1 hora. A mistura reacional foi lavada com solugio
de NaHCOs3 saturada, solugdo de NH,Cl saturada e salmoura, seca sob MgSQq, filtrada e
evaporada sob véacuo. O composto bruto foi utilizado na etapa seguinte sem purificagdo

adicional.
Exemplo 12. Composto 12.

O composto 11 (0,98 mmol, 2 eq) foi dissolvido em 15 mL de DMF anidro e adicionou-se
SN38 (192 mg, 0,49 mmol, 1 eq) e K2CO3 (68 mg, 0,49 mmol, 1 eq). A mistura reacional foi
aquecida a uma temperatura de 60° usando-se um banho de 6leo pré-aquecido. Apéds

2 horas, o HPLC mostrou o desaparecimento total de SN38 e a formagdo substancial do
produto. A mistura reacional foi evaporada sob véacuo e o residuo re-dissolvido em EtOAc e

lavado com agua, NH4CI saturado e salmoura, seco sob MgSO04, filtrado e evaporado sob
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vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel (CH,Cl,-
EtOAc, 1:1, v/v) para dar 140 mg de produto (48% rendimento): RMN'H (DMSO-ds) 8 0,88
(3H, t,J =7,0 Hz), 1,27 (3H. t. J = 7.3 Hz), 1,47 (9H, s), 1,85-1,88 (2H, m), 3,15-3,17 (2H,
m), 5,25 (2H, s), 5,26 (2H, s), 5,42 (2H, s), 6,49 (1H, s), 7,26 (1H, s), 7,41-7,56 (6H, m), 8,05
(1H, d, J = 9,1 Hz), 9,39 (1H, s); RMN'C (DMSO-dp) 6 7,65, 13,31, 22,09, 27,96, 30,11,
49,31, 65,05, 69,47, 72,17, 78,84, 95,74, 103,39, 117,71, 117,92, 122,35, 127,44, 127,99,
128,43, 129,59, 131,07, 139,07, 143,46, 144,06, 145,92, 149,21, 149,69, 152,37, 156,46,
156,82, 172,11.

Exemplo 13. Composto 13.

Uma solugdo 15% (v/v) TFA em DCM foi adicionada ao composto 12 (535 mg) e a mistura
foi agitada em temperatura ambiente por 1h ou até que o HPLC tenha mostrado completo
desaparecimento do material de partida. Eter etilico (200 mL) foi adicionado e o sélido

resultante foi filtrado e lavado com mais éter (307 mg, 58% rendimento).

Exemplo 14. Composto 14.

Composto 13 (48 mg, 0,1 mmol, | eq) e 15 (36 mg, 0,1 mmol, 1 eq) foram tratados com
EEDQ (48 mg, 0,2 mmol, 2 eq). A mistura foi agitada no escuro em temperatura ambiente
durante a noite. Os solventes foram removidos sob vacuo e o residuo sélido foi triturado com
10 mL de éter etilico. O sélido foi filtrado e purificado por cromatografia em coluna com
silica gel (CHCI3:MeOH, 15:1 a 9:1) para dar o produto desejado (8 mg, 9% rendimento):
RMN"*C (DMSO-dy) & 7.8, 13.49, 18,11, 18,17, 18,58, 19,13, 19,25, 22,25, 26,51, 26,72,
28,19, 29,59, 30,26, 30,41, 30,50, 49,49, 51,67, 51,80, 52,90, 55,98, 59,26, 59,67, 63,03,
65,21, 69,54, 72,33, 77,91, 78,01, 95,92, 103,63, 118,10, 118,95, 122,52, 127,63, 128,21,
128,58, 131,17, 131,27, 138,53, 143,69, 144,25, 146,10, 149,43, 149,86, 155,15, 155,26,
156,63, 156,97, 158,48, 158,66, 170,39, 171,15, 171,33, 172,15, 172,29.

Exemplo 15. Boc-Val-Cit-OH (Composto 15).
Boc-Val-NHS (10 g, 31,81 mmol, 1 eq) em 80 mL de DME foi adicionado a uma solugdo de
L-citrulina (5,85 g, 33,40 mmol, 1,05 eq) em 20 mL de THF e NaHCOs (2,8g, 33,40 mmol,

1,05 eq) em 80 mL de agua. A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante noite.
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Acido citrico aquoso (200 mL de solugdo 15% em 4&gua) foi adicionado e a mistura foi
extraida com 10% IPA/EtOAc (2 x 200 mL). A suspensdo foi lavada com agua (2 x 200 mL)
e o solvente evaporado sob vacuo. O sélido resultante foi triturado com 200 mL de éter
etilico e filtrado para dar o produto (6,08 g, 51% rendimento): RMN'H (CD5;0D) & 0,92 (3H,
d,J =6,7Hz), 0,97 3H, d, J = 6,7 Hz), 1,44 (9H, s), 1,51-2,06 (5H, m), 3,12 QH, t, J = 6,7
Hz), 3,90 (1H, d, J = 7,0 Hz), 4,37-4,41 (1H, m). RMN"C (CD30OD): 6 18,58, 19,83, 27,58,
28,75, 30,03, 32,09, 40,48, 53,33, 61,38, 80,49, 157,75, 162,05, 174,30, 174,69.

Exemplo 16. Composto 16 (Boc-Val-Cit-PAB).

Boc-Val-Cit (1 g, 2,67 mmol, leq) e alcool p-aminobenzilico (362 mg, 2,94 mmol, 1,1 eq)
em 2:1 DCM/MeOH (26 mL/13 mL) foram tratados com EEDQ (1,32 g, 5,34 mmol, 2 eq). A
mistura foi agitada no escuro em temperatura ambiente durante a noite. Os solventes foram
removidos sob vacuo e o sélido resultante triturado com 10 mL de éter etilico. O sélido foi
coletado por filtragdo e lavado com éter etilico para dar o produto (900 mg, 70%): RMN'H
(CDs;0D) 6 0,93 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,97 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1,44 (9H, s), 1,49-2,06 (5H,
m), 3,07-3,29 (2H, m), 3,91 (1H, d. J = 6,7 Hz), 4,50-4,55 (3H, m), 7,29 (2H, d, J = 8,5 Hz),
7,54 (2H, d, J = 8,5 Hz), 8,22 (1H, d, J = 7,3 Hz); RMN'’C (CD;0D) & 18,64, 19,85, 27,84,
28,75, 30,61, 31,92, 40,28, 54,90, 54,99, 61,73, 64,78, 80,62, 121,09, 128,44, 138,47, 138,55,
158,01, 162,11, 172,00, 174,42, 174,52,

Exemplo 17. Composto 14 (Boc-Val-Cit-PABE-SN38).

A uma suspensdo de Boc-Val-Cit-PAB (214 mg, 0,45 mmol, 1 eq) em 3 mL de CH;CN,
adicionou-se DIEA (0,23 mL, 1,35 mmol, 3 eq) seguida de adi¢do, gota a gota, de uma
solugdo de MsCl (0,1 mL, 1,35 mmol, 3 eq) em 1 mL CH;CN. Depois de 1 hora, TLC
mostrou ndo restar mais material de partida (CHCI;-MeOH, 5:1, v/v). A mistura reacional foi
evaporada sob vacuo e o residuo resultante foi dissolvido em EtOAc. A fase orgénica foi
lavada com NH4Cl saturado, NaHCO; saturado e salmoura; seco sob MgSOy,, filtrado e
evaporado sob vacuo. O residuo bruto foi dissolvido em 5 mL of DMF e adicionou-se SN38
(88 mg, 0,22 mmol, 0,5 eq) e K,CO; (31 mg, 0,22 eq, 0,5 eq) e a mistura foi aquecida a 60°C
por 3 horas. A formagdo de produto foi monitorada e conformada ao produto preparado no

Exemplo 14 por HPLC.
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Exemplo 18. Composto 17.

Composto 14 em DCM foi tratado com solugdo 2N HCI em éter. Depois de completada a
reagdo, adicionou-se éter adicional e o s6lido resultante foi filtrado e lavado com éter para
dar Val-Cit-PABE-SN38. A uma solugdo de composto S em DCM anidro, adicionou-se
HCI-Val-Cit-PABE-SN38 em DMF anidro seguido de DIEA. A mistura foi agitada em
temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi removido sob vicuo e o sélido
resultante foi precipitado com DCM/éter e recristalizado com CH;CN/IPA para dar o

produto.

Exemplo 19. Composto 18.

A uma solugdo de composto 17 (leq) numa mistura de DCM/DMEF, adicionou-se RGDC (2
eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante a noite e entdo o
solvente foi evaporado sob vacuo. O residuo foi precipitado com DCM/éter etilico e

recristalizado com DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 20. Composto 19.

A uma solugdo de **PEGSC de 4 bragos (7 g, 0,35 mmol, 1 eq) em 60 mL de DCM anidro,
adicionou-se Lys(Boc)-OH (690 mg, 2,8 mmol, 2 eq) em 15 mL de DMF seguido de DIEA
(I mL, 5,6 mmol, 4 eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante a
noite, filtrada e evaporada sob vacuo. O residuo foi primeiramente filtrado com DCM/éter
etilico e recristalizado com CH3;CN/IPA para dar o composto 19: RMN'3C § 21,88, 27,97,
29,04, 31,57, 39,60, 44,98, 53,00, 63,44, 68,86-70,37 (PEG), 78,04, 155,26, 172.89.

Exemplo 21. Composto 20.

A uma solugdo de PEG de 4 bragos -Lys(Boc)-OH em 25 mL de DCM anidro, adicionou-se
uma solu¢do 4N HCl em dioxano (25 mL). A reagdo foi agitada em temperatura ambiente por
4 horas e entdo evaporada sob vacuo. O residuo foi precipitado pela adi¢do de éter etilico. O
solido foi filtrado e lavado com éter para dar o PEG de 4 bragos -Lys-OH (1,77 g): RMN"C
821,97, 26,54, 31,22, 39,63, 45,11, 53,16, 63,66, 69,88-70,51 (PEG), 78,04, 155,59, 172,78.
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Exemplo 22. Composto 21.

Uma solugdo de BocCys(NPys)-OH (300 mg, 0,80 mmol, I eq) € NHS (97 mg, 0,84 mmol,
1,05 eq) em 10 mL de DCM anidro a 0°C foi tratada com DCC (173 mg, 0,84 mmol, 1,05
eq). A mistura foi deixada amornar a temperatura ambiente e agitada durante a noite. O
produto lateral DCU sélido foi filtrado. Ao filtrado. adicionou-se composto 20 (1,7 g, 0,082
mmol, 1 eq) seguido por DIEA (114 uL, 0,66 mmol, 8 €q). A mistura reacional foi agitada
em temperatura ambiente durante a noite e evaporada sob vacuo. O residuo foi
primeiramente precipitado com DCM/éter e, entdo, recristalizado CH3CN/IPA para dar o
composto 21 (1,5 g): RMN'">C & 22,32, 25,52, 28,27, 28.83. 31,90, 39,03, 42,45, 45,38,
53,41, 53,58, 63,91, 64,37, 69,30-72,38 (PEG), 80,11, 120,98, 133,94, 142,54, 153,34,
155,51, 155,71, 157,28, 169,98, 173,32.

Exemplo 23. Composto 22.

A uma solugdo de composto 21 (1,5 g, 0,07 mmol, 1 eq) e NHS (125 mg, 1,09 mmol, 16 eq)
em 15 mL de DCM a 0°C, adicionou-se DIPC (168 pL, 1,09 mmol, 16 eq). A mistura foi
agitada em temperatura ambiente durante a noite. Os solventes foram evaporados sob vacuo e
o residuo precipitado com DCM/éter e, entdo, recristalizados com CH;CN/IPA para dar o
produto (1,3 g): RMN"C § 22,05, 25,76, 25,93, 28,68, 28,92, 32,01, 38,89, 42,49, 45,79,
52,40, 53,97, 64,78, 69,57-71,77 (PEG), 80,47, 121,32, 134,29, 142,93, 153,75, 155,71,
157,60, 168,18, 169,14, 169,71, 170,56.

Exemplo 24. Composto 23.

(BocPheLys(Fmoc)-OH). A uma solugio de BocPheOSu (1,5g, 4,14mmol, 1 eq) em DCM
(10,3 mL) e DMF (10,3 mL), adicionou-se H-Lys(Fmoc)-OH (1,84g, 4,55 mmol, 1,1 eq)
seguido por DIEA (2,9 mL, 16,56 mmol, 4 eq). A mistura reacional resultante foi agitada
durante a noite e diluida com acetato de etila. A solugdo foi lavada com agua (30 mL x 2)e
salmoura (30 mL x 2). As fases organicas foram combinadas, secas sob MgSO, e
concentradas in vacuo to dar um residuo amarelo. O residuo bruto foi entio cromatografado

sobre silica gel utilizando CHCI3-MeOH (3:1, v/v) para dar o produto. MS. [M+1]" 616.

Exemplo 25. Composto 24.
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Composto 13 (111 mg, 0,22 mmol, 1 eq) e 16 (208 mg, 0,34 mmol, 1,5 eq) foram tratados
com EEDQ (167 mg, 0,67 mmol, 3 eq). A mistura foi agitada no escuro em temperatura
ambiente durante a noite. Os solventes foram removidos sob vacuo e o residuo resultante
triturado com 10 mL de éter etilico. O solido foi filtrado e purificado por cromatografia em
coluna em silica gel (CH>ClL-EtOAc, 1:1 a 1:2, v/v) para dar o produto desejado (20 mg, 8%
rendimento). MS. [M+1]" 1095.

Exemplo 26. Composto 25.

Composto 24 (8 eq) foi tratado com solugdo 4N HCI em dioxano. A reagdo foi agitada em
temperatura ambiente por 4 horas. Eter etilico foi adicionado e o solido foi filtrado. Este
solido foi dissolvido em DMF e adicionado a uma solugio de composto 22 (leq) em DCM.
Adicionou-se DIEA (16 eq) a esta mistura e a reagdo foi agitada em temperatura ambiente
durante a noite. O solvente foi removido sob vacuo e o sélido resultante precipitado com

DCM/éter etilico e recristalizado com DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 27. Composto 26.
A uma solugdo de composto 25 em DCM, adicionou-se piperidina. A mistura reacional foi
agitada por 4 horas. O solvente foi removido sob vacuo e o sélido resultante precipitado com

DCM/éter etilico e recristalizado com DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 28. Composto 27.

A uma solug@o de composto 26 (leq) numa mistura de DCM/DMEF, adicionou-se RGDC (2
eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante a noite e entdo o
solvente foi evaporado sob vacuo. O residuo foi precipitado com DCM/éter e recristalizado

com DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 29. FmocVal-Cit-OH (Composto 28 ).

Fmoc-Val-NHS (2,5 g, 5,73 mmol, | eq) em 15 mL de DME foi adicionado a uma solugéo de
L-citrulina (1,05 g, 6,01 mmol, 1,05 eq) em 8 mL de THF e NaHCO; (505 mg, 6,01 mmol,
1,05 eq) em 15 mL de 4gua. A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante

a noite. Acido citrico aquoso (75 mL de uma solugdo 15% em agua) foi adicionado € a
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mistura foi extraida com 10% IPA/EtOAc (2 x 100 mL). As fases orgénicas foram lavadas
com agua (3 x 100 mL) e o solvente foi evaporado sob vacuo. O sélido resultante foi
triturado com 100 mL de éter etilico e filtrado para dar o produto (1,98 g, 70% rendimento):
RMN'H (DMSO-dy) § 0,86 (3H. d, J = 6,7 Hz), 0,90 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,40-1,48 (2H, m),
1,51-1,75 (2H, m), 1,98 (1H, sext, J = 6,8 Hz), 2,95 (2H, q,J=6,2 Hz), 3,93 (1H, dd, J = 7,3,
8,8 Hz), 4,14-4,29 (4 H, m), 5,40 (2H, sinal largo), 5,96 (IH,t,J = 5,6 Hz), 7,32 2H, t, ] =
7,5 Hz), 7,39-7,44 (3H, m), 7,75 (2H, t, ] = 6,3 Hz), 7,89 (2H, d, J = 7,3 Hz), 8,19 (1H, d, J =
7,3 Hz); RMN"C (DMSO-d;) & 1831, 19,25, 26,75, 28,40, 30,59, 46,68, 51,91, 59,81,
64,92, 65,65, 119,98, 125,30, 126,94, 127,52, 140,55, 143,61, 143,76, 155,88, 158,58,
171,12, 173,25.

Exemplo 30. FmocVal-Cit-PAB (Composto 29).

Uma solugéo de composto 28 (1 g, 2,01 mmol, leq) e alcool p-aminobenzilico (273 mg, 2,21
mmol, 1,1 eq) numa mistura de DCM/MeOH (20 mL/10 mL) foi tratada com EEDQ (996
mg, 4,03 mmol, 2 eq). A mistura foi agitada no escuro em temperatura ambiente durante a
noite. Os solventes foram removidos sob véacuo e o solido resultante foi triturado com 10 mL
de éter etilico. O sélido foi coletado por filtragdo e lavado com éter etilico para dar o produto
(925 mg, 76% rendimento): RMN'H (DMSO-ds) 6 0,87 (6H, d, t = 7,5 Hz), 1,36-1,47 (2H,
m), 1,51-1,75 (2H, m), 1,99 (1H, sext, J = 6,7 Hz), 2,90-3,04 (3H, m), 3,93 (1H, dd, J = 7,3,
8,8 Hz), 4,23-4,38 (4 H, m), 4,43 2H, d, J = 5,3 Hz), 5,13 (1H, t, ] = 5,6 Hz), 5,43 (2H, sinal
largo), 5,99 (1H, t, J = 5,6 Hz), 7,23 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,32 2H, t, J = 7,3 Hz), 7,39-7,48
(3H, m), 7,54 (2H, d, J =8,5 Hz), 7,74 (2H, t, ] = 6,7 Hz), 7,89 (2H, d, J = 7,6 Hz), 8,12 (1H,
d, J = 7,3 Hz); RMN"C (DMSO-dy) & 18,34, 19,28, 26,84, 29,56, 30,47, 46,67, 53,05, 60,05,
62,55, 65,65, 118,71, 119,98, 125,23, 126,79, 126,94, 127,51, 137,27, 137,36, 140,55,
143,60, 143,73, 155,93, 158,69, 170,17, 171,06.

Exemplo 31. Val-Cit-PAB (Composto 30).

A uma solugdo de composto 29 (622 mg, 1,03 mmol) em 10 mL de DMF anidro foi
adicionada piperidina (2 mL). A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante a noite
e entdo os solventes evaporados sob vacuo. O residuo foi triturado com DCM e o sélido

resultante foi filtrado e lavado com DCM para dar produto (283 mg, 72% rendimento):
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RMN'H (DMSO-d) 8 0,79 (3H, d, J = 6,7 Hz), 0,89 (3H, d, ] = 6,7 Hz), 1,38-1,42 (2H, m),
1,52-1,68 (2H, m), 1,94 (1H, sext, J = 6,3 Hz), 2,89-3,01 (2H, m), 3,05 (1H, d, J = 4,7 Hz),
4,46 (2H, s), 5,09 (1H, sinal largo), 5,40 (2H, s), 5,98 (1H, t, J = 5,3 Hz), 7,23 (2H, d, ] = 8,2
Hz), 7,54 (2H, d, J = 8,5 Hz), 8,14 (IH, sinal largo), 10,03 (1H, s); RMN'*C (DMSO-d;) &
16,80, 19,33, 26,53, 29,95, 31,10, 52,31, 59,33, 62,35, 118,61, 126,59, 137,06, 137,14,
158,44, 170,06, 173,69.

Exemplo 32. Composto 31.

A uma solugdo de composto 22 (1,3 g, 0,06 mmol, 1 eq) em 15 mL de DCM anidro e 3 mL
de DMF anidro, adicionou-se o composto 30 (175 mg, 0,46 mmol, 8 €q). A mistura reacional
foi agitada durante a noite em temperatura ambiente e o solvente foi evaporado sob vacuo. O
residuo foi precipitado com DCM/éter e recristalizado com CH3;CN/IPA para dar o produto
(1.1 g): RMN"*C (CDCI5/CD;0D) & 18,48, 19,46, 22,85, 26,74, 28,54, 28,94, 29,50, 30,47,
31,81, 39,21, 42,04, 45,79, 53,51, 54,06, 55,32, 59,67, 64,32, 65,04, 69,54-70,99 (PEG),
80,70, 120,23, 121,44, 127,64, 134,31, 137,16, 142,94, 153,86, 155,86, 156,85, 160,44,
170,45, 171,02, 171,87, 173,19.

Exemplo 33. Composto 32.

A uma solugdo de composto 31 (1 eq) numa mistura de DCM/DMF (4/1, v/v), adicionou-se
DSC (16 eq) e a mistura foi resfriada a 0°C. Entdo, piridina (16 eq) foi adicionada e a mistura
gradualmente amornada a temperatura ambiente e agitada durante a noite. O solvente foi
evaporado sob vacuo e o residuo foi precipitado com DCM/éter etilico e recristalizado com

CH3CN/IPA para dar o produto.

Exemplo 34. Composto 33.
A uma solugdo de composto 32 adicionou-se doxorrubicina. A mistura reacional foi agitada
em temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi evaporado sob vacuo e o residuo foi

precipitado com DCM/éter etilico e recristalizado com DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 35. Composto 34.
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A uma solug¢do de composto 33 (leq) numa mistura de DCM/DMF adicionou-se RGDC v
€q). A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi
evaporado sob vécuo e o residuo foi precipitado com DCM/éter etilico e recristalizado com

DMF/IPA para dar o produto.

Exemplo 36. Composto 35.

A uma solugdo de composto 19 (6,14 g, 0,307 mmol, 1 eq) e NHS (283 mg, 2,456 mmol, 8
eq) em 31 mL de DCM anidro a 0°C, adicionou-se DCC (507 mg, 2,456 mmol, 2 eq). A
mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente durante a noite, filtrada sob uma placa
de Celite® e evaporada sob vacuo. O residuo foi precipitado com DCM/éter etilico e
recristalizado com CH3CN/IPA para dar o produto (5,69 g, 86%): RMN'C & 21,59, 25,21,
28,11, 29,03, 31,42, 39,36, 45,13, 51,80, 64,07, 68,90-70,53 (PEG), 155,15, 155,58, 168,17,
168,54.

Exemplo 37. Composto 36

A uma solugdo de composto 35 (5,0g, 0,232 mmol, | eq) em 23 mL de DCM anidro e DMF
anidro, adicionou-se HCLNH,Cys(NPys)-OH (0,77g, 2,78 mmol, 12 eq) seguido por DIEA
(0,65 mL, 3,71 mmol, 16 eq). A mistura reacional foi agitada em temperatura ambiente
durante a noite e evaporada sob vacuo depois de filtrada sob uma placa de Celite®. O residuo
foi precipitado com DCM/éter etilico e recristalizado com CH3CN/IPA para dar o produto
(4,88 g, 95% rendimento): RMN'"’C § 22,17, 28,22, 29,27, 31,85, 39,92, 45,22, 51,85, 54,49,
63,98, 69,06-70,62 (PEG), 78,56, 120,87, 132,88, 142,27, 153,44, 155,67, 156,47, 162,14,
170,74, 171,20.

Exemplo 38. Composto 37.

A uma solugdo de composto 36 (4,38g, 0,197 mmol, 1 eq) em DCM (44 mL), adicionou-se
8.8 mL de TFA e a mistura reacional foi deixada agitando durante a noite em temperatura
ambiente. Depois de 20 horas a mistura reacional foi evaporada sob vacuo e o residuo foi
precipitado com DCM/éter etilico e recristalizado com CH3CN/IPA para dar o produto (2,1 g,
49%): RMN'"’C 5 21,47, 26,41, 31,64, 39,47, 45,25, 52,32, 54,11, 63,75, 69,12-70,65 (PEQG),
120,85, 133,46, 142,25, 153,67, 155,64, 156,39, 171,53, 171,79.
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Exemplo 39. Composto 38.

A uma solugdo de 4cido félico (124mg, 0,28mmol, leq) em 3,1 mL de DMSO em
temperatura ambiente, adicionou-se NHS (71mg, 0,616 mmol, 2.2 eq) seguido de adicdo de
DCC (64 mg, 0,308 mmol, 1,1 eq) e 63 pL de trietilamina. A mistura reacional foi agitada
durante a noite no escuro e filtrada sob uma placa de Celite® para dar uma solugdo amarela
de FA-NHS que foi utilizada para a préxima etapa de acoplamento com o ligante. A uma
solu¢@o de HoN-Lys(PEG de 4 bragos)CysNPys (37, 381 mg, 0,0175mmol, leq) em 4 mL de
DCM anidro e DMF anidro, adicionou-se uma solugio de DMSO de FA-NHS (preparado
como mostrado acima) seguido por DIEA (49 plL, 0,28 mmol, 16 eq). A mistura reacional foi
deixada agitando durante a noite no escuro em temperatura ambiente. Ela foi entdo dialisada
por 4 dias com agua destilada. A solugdo amarela foi entdo liofilizada para dar 197 mg do

produto final.

Exemplo 40. Composto 39.

A uma solugdo de Cé6-tio-LNA-survivina (OligoSH) em tampio fosfato pH 6,5, adicionou-se
0 38 e a solugdo foi agitada por 1 hora em temperatura ambiente. O progresso da reagio foi
verificado por HPLC de troca anidnica. A mistura reacional foi filtrada com filtro 0,2 micra e
vertido numa coluna de troca aniénica Poros. O produto foi eluido com um gradiente usando
sistema de tampdo 20 mM Tris. HCl 2M NaCl em pH 7,0. O produto foi dessalgado e

liofilizado.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
ENZON PHARMACEUTICALS, INC.

PRO DROGAS POLIMERICAS DIRECIONADAS CONTENDO LIGANTES

MULTIFUNCIONAIS

<130>
<140>
<l41>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

213.1263-PCT

60/884.943
15 -09-2006

7

PatentIn Ver. 3.3

1

12

PRT

Sequéncia artificial

Descricdo de Sequéncia artificial: Peptideo sintético

1

Cys Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

5 10

2
10
PRT
Sequéncia artificial

Descrigcdo de Sequéncia artificial: Peptideo sintético
2

Cys Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10

3

16

DNA

Sequéncia artificial
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

2/4

Descrigédo de Sequéncia artificial:

aspecto-miscelénia
(1) (l6)
Tioesqueleto

base modificada
(1)
Citosina metilada

aspecto-miscelénia
(1)
LNA

aspecto-misceléania
(2)
LNA

base modificada
(3)
Citosina metilada

aspecto-miscelénia
(3)
LNA

aspecto-misceldénia
(4)
LNA

base modificada
(13)
Citosina metilada

aspecto-miscelénia
(13)
LNA

aspecto-miscelénia
(14)
LNA

Oligonucleotideo sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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aspecto-miscelénia
(15)
LNA

3

Ctcaatccat ggcagc 16

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

4

21

DNA

Sequéncia artificial

Descrigdo de Combined DNA/RNA Molecule: Oligonucleotideo

sintético

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Descrigdo de Sequéncia artificial: Oligonucleotideoc sintético

aspecto-miscelénia
(1) (19)
RNA

4

gcaugcggcc ucuguuugat t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

21

DNA

Sequéncia artificial

Descrigdo de molécula combinada DNA/RNA:
Oligonucleotideo sintético

Descricdo de Sequéncia artificial: Oligonucleotideo sintético

aspecto-miscelénia
(1) (19)
RNA

5

ucaaacagag gccgcaugct t 21
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6

18

DNA

Sequéncia artificial

Descrigdo de Sequéncia artificial:

aspecto-miscelédnia
(1) ..(18)
Tioesqueleto

6

tctcccagcg tgcgccat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

7

16

DNA

Sequéncia artificial

Descrigdo de Sequéncia artificial:

aspecto-miscelania
(1) (1le)
Tiocesqueleto

aspecto-miscelénia

(1) (3)
LNA
aspecto-misceléania

(13) (15)
LNA

7

tggcaagcat cctgta

Oligonucleotideo sintético

18

Oligonucleotideo sintético

16
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REIVINDICACOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de ser de Férmula ¢))
Di—(L)a—Lo—(L3)p—D,

R,

A
em que:
R| € um polimero hidrossoluvel substancialmente ndo-antigénico;

A € um grupo de protecdo ou

Di—(L1)a—La—(L3)p—D; :
cada D, € independentemente selecionado do grupo consistindo de porgdes
direcionadoras, grupos funcionais e grupos de saida;
cada D, € independentemente selecionado do grupo consistindo de porgdes
biologicamente ativas, grupos funcionais e grupos de saida;
cada L, € independentemente um ligante permanente ou um ligante 1abil selecionado;
L> € um ligante multifuncional;

cada L3 ¢ independentemente um ligante permanente ou um ligante labil selecionado,

(a) e (b) sdo independentemente zero ou um numero inteiro positivo.
2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que L, €

selecionado do grupo consistindo de:
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O
Rz o—§-
.
(st
c8 (Ih)
em que

R2 e R’; sdo independentemente selecionados do grupo consistindo de hidrogénio,
Cie alquila, C,6 alquenila, Ca4 alquinila, Cs.jo alquila ramificada, Cs.g cicloalquila, C,,
alquila substituida, C,. alquenila substituida, C,¢ alquinila substituida, Cs.g cicloalquila
substituida, arila, arila substituida, heteroarila, heteroarila substituida, C, heteroalquila, C,¢
heteroalquila substituida, C,.¢ alcoxi, ariléxi, Cy. heteroalcoxi, heteroariléxi, Co alcanoil,
arilacarbonil, C,.s alcoxicarbonil, arilaoxicarbonil, C,. alcanoiloxi, arilacarboniloxi, Ca
alcanoil substituida, arilcarbonil substituida, C,., alcanoiléxi substituida, ariloxicarbonil
substituida, C,.¢ alcanoildxi substituida e arilcarbonildxi substituida;

(cl), (c2), (c3), (c4), (c5), (c6), (c’6), (¢”6), (c7) e (c8) sdo independentemente zero
Ou um numero inteiro positivo; e

(dl), (d2), (d3), (d4), (d5) e (d7) sdo independentemente zero ou um nimero inteiro
positivo.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que L, é

S
2,

selecionado do grupo consistindo de:

o}
%H‘;E_ -?H&o _E-N%
¢ &

L /_/o %
_g_N/_% -E-N\_\ o _g',:}%
\—‘(/\ o] o

¥
X
B
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4. Composto de acordo com a reivindicagio 2, caracterizado pelo fato de ser

selecionado do grupo consistindo de:

ks7D2 L3-D2
Rz 1 0 R»
[ 2 O
A—R;-N A—R.-N ¢
f‘ 0 N
d1 _
LD (1), . Li-Ds (11b),
O
O
L3'D2 L3“D2 ( L3_DZ
R ( c5
N2 3 O 4 o A—R;-N
A—R+N A-RN !
0 ( o
( N—L4-D1 <\)——/{ d5 O—/<
d3 R’y (Ilc), d4  L4=Dy (11d), L1-D1 (Ile),
L3-D2 J3-D2
0]
R Rz
| - -
A—R+N 3Dz A“R(I\ll O/L1 D,
O\ O\
¢ L1-D1 (1If), ce Li-D1  (lIg)
L3-D2
R, iz $ Q
| c7 O R —La-
A_R1‘N A_R1_II\|2 0] L3 D2
O—L4-D S—L4-Dy
a7 = U (1lhy, T (Ili) e
O
Rz O—L4-D4
A—R;—N
( S__L3-D3
8 (11)).
5. Composto de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo fato de ser

selecionado do grupo consistindo de:

0]
H L3-Dy D2-Ls H H Ls-D2
A-RN N—R;—N
L1-D4 Di-L4 L1-D4
o) , (@] e} ,



Ly-Dy,
O
L3-Dy
A"R»]“‘NH
L1-D1
o ,
o)
L3-D2
A—R;~NH
HN—L4-D,
O
L3-Do
A—R;~NH
L4-D,
L3-D;

A—Ri—
1 \_{O
L4-Dy,
(@)
o<
/-‘/ L3-D>
A—R;—N
O
O
L1-D1’
Ls-D;
(0]
A—R1—NH o

L3-D2
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(@)
L3-D>
NH—R{~NH o)
L4-Dy,
O (@)
Da-L3 L3-D>
NH—R;-NH
Di-L4 L4-Dy
o) o ,
O O
Dy-Lg Y Ls-Ds
N—R;~NH
D1-L1_NH HN‘L1-D1’

0 o)
Dy-Ls Ls-D,
NH—R~NH
D4-L

L4-Dy

Dy-L3 L3-D2

oh /_<o

O N_'R1_ O
D1-L;1 L4-Dy
0
>\-o o)
Drls M\ and
N_R1_N
QA —
>¥o o
D1-L1
Da-Lg
0
Dz-Ls \O%NH~R1—NH
D1—L1/O

O
L3-Dy
O
L1-Dy,
L3-D2
.L3-D2

“Ly-Dy
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L3-Dy D,-L5 L3-D2
o] o) o]
.L1-D; Ds-L Ly-D
O\ ~
L1-D1 D1-L1/O © L1'D1
(o} o}

A—R4—N A—R;—N
S‘LA]-D»]’ S_L3'D3’
O O
N_'R1"_N
D1-L1—S S—_L1-D1’ e
O O,
N—R;—N
D3-L3—S S—L3-Ds,

6. Composto de acordo com a reivindicagio 1, caracterizado pelo fato de que a porgédo
bioloégicamente ativa ¢ selecionada do grupo consistindo de por¢des contendo -NH,, -OH e —
SH.

7. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a porgdo
biol6gicamente ativa ¢ selecionada do grupo consistindo de compostos farmaceuticamente
ativos, enzimas, proteinas, oligonucleotideos, anticorpos, anticorpos monoclonais, anticorpos
de cadeia simples e peptideos.

8. Composto de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que os
compostos farmaceuticamente ativos sdo selecionados do grupo consistindo de inibidores de
DNA topoisomerase, drogas inibidoras de microtubulos, agentes danificadores de DNA,
antimetabolitos, anélogos de nucleosideo e drogas anti-cancer.

9. Composto de acordo com a reivindicagéio 1, caracterizado pelo fato de que a porgdo
biol6gicamente ativa é um oligonucleotideo.

10. Composto de acordo com a reivindica¢do 9, caracterizado pelo fato de que o
oligonucleotideo ¢ selecionado do grupo consistindo de oligonucleotideos antisenso, acidos
nucléicos bloqueados (LNA), RNA de pequena interferéncia (siRNA), microRNA (miRNA),
aptameros, acidos nucléicos peptidicos (PNA), e oligonucleotideos morfolino fosfodiamidato

(PMO).
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11. Composto de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado pelo fato de que o
oligonucleotideo ¢ selecionado do grupo consistindo de oligonucleotideos bcl-2 antisenso,
oligonucleotideos HIF-1a antisenso e oligonucleotideos Survivina antisenso.

12. Composto de acordo com a reivindicacfio 1, caracterizado pelo fato de que o agente
direcionador é selecionado do grupo consistindo de anticorpos monoclonais, anticorpos de
cadeia simples, peptideos de adesdo celular, peptideos de penetragdo celular, ligantes de
receptores, moléculas de carboidrato direcionadoras ou targeting lectinas e oligonucleotideos.
13. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o agente
direcionador € selecionado do grupo consistindo de peptideo RGD, selectina, TAT,
penetratina, (Arg)y e acido fdlico.

14, Composto de acordo com a reivindicagio 1, caracterizado pelo fato de que o ligante
labil € selecionado do grupo consistindo de ligantes baseados em eliminagio de benzila,
ligantes baseados em bloqueio trialquila, ligantes baseados em bicina, ligantes acido-labeis,
peptideos clivdveis lisossomalmente e peptideos clivaveis por captepsina B.

15. Composto de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado pelo fato de que os ligante

labeis sdo independentemente selecionados do grupo consistindo de:

Y1l Y
I a I
—g L11 C——Y12_Af ? Y13_C_§_
i | Ra
al bll cll

denl  Jdm Rs3 Ris| Y16
| | ]
AEEARE
O R34 R35
Ar gl hi1

R3z
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Y19

C (Z)x1 1 g_

As1™(Z)e 11— (L14)q11

N—N—g

K)\Rmo
}L“\/\Si‘%’

5 -Val-Cit-,
-Gly-Phe-Leu-Gly-,
-Ala-Leu-Ala-Leu-
-Phe-Lys-,

0
-§—Va|—Cit——|Cl,—n@—\
~
o

10

-Val-Cit-C(=0)-CH,0CH,-C(=0)-,
-Val-Cit-C(=0)-CH,SCH,-C(=0)-, e
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-NHCH(CH3)-C(=0)-NH(CH,)s-C(CH3),-C(=0)-,

em que

Y11.19 sdo independentemente O, S ou NRuys;

R3148, Rso, Rioo € As; s@o independentemente selecionados do grupo consistindo de
hidrogénio, C,4 alquilas, C;., alquilas ramificadas, Csg cicloalquilas, C;4 alquilas
substituidas, Cs.g ciloalquilas substituidas, arilas, arilas substituidas, aralquilas, C;s
heteroalquilas, C . heteroalquilas substituidas, C. alcoxi, Cy. alquiloxicarbonil, fenéxi e Ci.
¢ heteroalcoxi;

Ar € uma porg¢do arila ou heteroarila;

L1115 s@o independentemente espagadores bifuncionais selecionados;

Z e Z’ sdo independentemente selecionados do grupo consistindo de porgdes
ativamente transportadas para uma célula alvo, porgdes hidrofébicas, porgdes ligantes
bifuncionais e combinagdes das mesmas;

(cll), (h11), (k11), (1), (mI) e (nl1) sdo independentemente numeros inteiros
positivos selecionados;

(all), (ell), (gll), (jI1), (ol1) e (ql1) sdo independentemente tanto zero ou um
nimero inteiro positivo; e

(b11), (xI1), (x’12), (f11), (il 1) e (p11) sdo independentemente zero ou um.

16. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que os

ligantes permanentes sio independentemente selecionados do grupo consistindo de:

??Zo oy b /\/0\/\ b N/\/\/; b
wwb \meb anb
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17. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que L, e L3
sdo independentemente selecionados do grupo consistindo de um aminoacido, um derivado
de aminoacido e um peptideo.
18. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que R
compreende um 6xido de polialquileno linear, ramificado terminalmente ou multi-bragos.
19. Composto de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato de que o oxido
de polialquileno ¢ selecionado do grupo consistindo de polietileno glicol e polipropileno
glicol.
20. Composto de acordo com a reivindica¢do 18, caracterizado pelo fato de que o 6xido
de polialquileno ¢ selecionado do grupo consistindo de

-Y2:-(CH2CH;0),-CH,CH, Y-,

-Y21-(CH2CH20),-CH2C(=Y22)- Y21 -,

—Yzl-C(=Y22)-(CH2)a2-Y23-(CHZCHzO)n—CHZCHz-ng-(CHp_)az-C(=Y22)-Y2|- e

‘Y21'(CRSIR52)a2‘Y23'(CHZ)bZ'O‘(CHECH2O)n‘(CH2)b2'Y23‘(CRS]R52)a2'Y2l' ;

em que:

Y21 € Y23 s@o independentemente 0O, S, SO, SO,, NRs; ou uma ligagdo;

Y2, € O, S, ou NRs3;

Rsi.s3 s@o independentemente selecionados do grupo para R,;

(a2) e (b2) sdo independentemente zero ou um niimero inteiro positivo; e

(n) é um nimero inteiro de cerca de 10 a cerca de 2300.
21. Composto de acordo com a reivindicagdo 18 caracterizado pelo fato de que o 6xido
de polialquileno ¢ um polietileno glicol Férmula, -0O-(CH,CH,0),-

em que (n) € um nimero inteiro de cerca de 10 a cerca de 2,300.
22. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que R, possui
um peso molecular médio de cerca de 2.000 a cerca de 100.000 daltons.
23. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que R, possui
um peso molecular médio de cerca de 5.000 a cerca de 60.000 daltons.
24. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que R; possui
um peso molecular médio de cerca de 5.000 a cerca de 25.000 daltons ou de cerca de 20.000

a cerca de 45.000 daltons.



10/33

25. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de

selecionado do grupo consistindo de:

i
VA —Cit—C—D,

mPEG/\n/ if )
A~ \/\b;

Il
——C-——C|t—VaI /Val—-Clt—C——Dz

&Nowﬁ ey fwowﬁ

i
N~ Val—Cit—C @—\
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mPEG/\n/
/\/O\/\ﬁ

0 0
S —— vy

h O ;}m/\/\mﬁ O :
‘&/\/\/\ /\/\/\ﬁ

O

VAot
H o—(

mPEG/\”/ i ) ©
~ \/\b

ser
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o o
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D2 D2
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'Ci) O
D, /—ONH—C——CIi—VaI /VaI—Clt—C——NH‘Q—\ D,

; ﬁ eyt o ~
o

/Val——cn——c—Dz
mPEG/\n/ \g/\g
w
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O
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Q o
—c——cn—Val /Val—Clt—C—Dg

Rz~ -Rst \/i:l/ \H/\PEG/\”/ ﬁv Rs1~y
D1/ \D1

i
va—cn—c—@—\
N/

o H D,
N R51\N’R52
mPEG/\”/ H
O N S\D1
o ,

0 ?
ﬁ@ic_c.t_vm va—ci—C @ﬂ
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P2 N- Rs1 R51\
jj Y tl

i
VaI*Cit—C—NH——Q»\ D
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H R Rs2 ©
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o >
O O
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O
Il
_C_Lys—Phe _Phe—Lys— C——Dz

D1/ D1

H R Rs2 D2
51~y - R5
N
mPEG/\n/ o
O N\((I\/S\D“
O

Ds, D2
Rszx -R Rs1~
) \/i:l/ \”/\pEG/\”/ \é\/ )
D1/ \D1
|
Phe—Lys—C NH'—Q—\ D5
“ R Rs2 O«o
51\N’
mPEG™ o
;
O €
('? O

D, /—@ C—Lys—Phe _Phe—Lys— C NH@—\ _{32

o] (o]
O% Rs2~-Rs1 \/ij/ \H/\PEG/\H/ \é\/ Rs1~n o)

D1 D1
5

em que

mPEG tem Férmula: CH;-O(CH,CH,0),-;

PEG tem Formula -O(CH,CH;0),-;

10 (n) ¢ um namero inteiro positivo de cerca de 10 a cerca de 2.300;

Rs; € Rsz sdo independentemente selecionados do grupo consistindo de hidrogénio,
Cie alquilas, Cj.i2 alquilas ramificadas, Csg cicloalquilas, C,.¢ alquilas substituidas, Cs.g

ciloalquilas substituidas, arilas, arilas substituidas, aralquilas, C,., heteroalquilas, C,.
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heteroalquilas substituidas, C, alcoxi, Cy alquiloxicarbonil, ariloxicarbonil, fenéxi e C,
heteroalcéxi;

D, € uma por¢do direcionadora, um grupo funcional ou um grupo de saida; e

D; € uma porgdo biologicamente ativa, um grupo funcional ou um grupo de saida.
25. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de ser

selecionado do grupo consistindo de:

O
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S-SCA € um anticorpo de cadeia simples;

RGD ¢
HS

O 2
/’I‘K&O NH

o H
HN.__O N\n/NHz
Iﬁﬁ;}“ NH

O

COOH o

LNA € um 4cido nucléico bloqueado;

5 Acido folico é um residuo de

OH
N
7\
H,N N HO
ﬂ_})j ~ ¢
N=— HN
HNte
OH
o ;

mPEG tem Formula: CH;-O(CH>CH,0),-;
PEG tem Formula -O(CH,CH,0),-; e
(n) € um numero inteiro positivo de cerca de 10 a cerca de 2.300.
10 26. Método para preparagdo de um conjugado polimérico contendo um ligante
multifuncional caracterizado pelo fato de compreender:
reagir um composto de Formula (I1la):

My—(Ly)a—L2—M;

R,

Azt (1la)
com uma porg¢do biologicamente ativa contendo um composto tendo a Férmula (111b):
15 M3~ (La)p D22
sob condig¢des suficientes para formar o composto de Formula (llc):

Mi—(Ly)a—Lo—(L3)p—D22

Ry
|

A2z (I1lc)
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em que
R; € um polimero hidrossolivel substancialmente nio antigénico;

Az é um grupo de protegido ou

My;—(Ly)a—L—M, :

Az € um grupo de prote¢do ou

Mi—(L1)a—Lo—(L3)p—D,, :

M, é um grupo funcional;

D> € uma porgdo biologicamente ativa;

M; € OH ou um grupo de saida;

M3 é OH, NH,, ou SH;

L, € um ligante permanente ou um ligante labil;

L, € um ligante multifuncional;

L3 € um ligante permanente ou um ligante 1abil; e

(a) e (b) sdo independentemente zero ou um numero inteiro positivo.
27. Método de acordo com a reivindicagdo 26 caracterizado pelo fato ainda
compreender:

reagir o composto de Formula (Illc):

My—(Ly)a—Lo—(La)p—Dp2

R,
I

A2z (I1lc)
com uma porgdo nucleofilica tendo a Formula (I11d)
D21—M, (111d)
em condigdes suficientes para formar um composto de Férmula (I1le):
D21—(Ly)a—Lo—(L3)p— D22

R,
|

A2z (I11le)
em que:

As3 é um grupo de protegdo ou
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D21_(L1)a_L2‘(L3)b_D22 .

M, é um grupo funcional;

D2 € uma porgdo direcionadora;

M, € OH, NH,, ou SH: e

todas as outras variaveis sdo como descritas na reivindicagdo 27.
28. Método para tratar um mamifero, caracterizado pelo fato de compreender
administrar uma quantidade eficaz de um composto de Férmula (I) a um paciente com
necesidade deste.
29. Meétodo para administrar polinucleotideos a células de mamiferos, caracterizado pelo
fato de compreender transportar uma quantidade eficaz de um composto de Férmula (1) a

uma célula que requeira tal tratamento.
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FIGURA 1

Preparacio de ligante PEG amida heterobifuncional (maleimida/acido carboxilico
ativado)

OH -
_,g CH, 0 ,JL BoclysOH ZNHO 7 OH
I NaHCO N\/\/Ygo
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0 H. HOl

3

0
0
OH N
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59% 0 o
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* HCI em éter

{Client Files\127\0004\PLEAD\00045739.DOCv.1/CPP}
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FIGURA 2

Preparag¢io de ligante PEG carbamato heterobifuncional (maleimida/acido
carboxilico ativado)

0
o P
SKmp — H
4;{' OH mPEGCONHS ¥4 NV\/\‘/CL DIECINHS O ?,N
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WG DIEA, DCM/DMF i ° DCM LN °
I b Ho 0 HN._OmPEG . °
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{Client Files\127\0004\PLEAD\00045739.DOCv.1/CPP}
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FIGURA 3

Preparacio de PEG-carbamato-Lys(RGDC)-NHOligo

0

) O,NS \ 0
7 ) Sext GS 7 $ NH-extGS cRGDIC
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{Client Files\127\0004\PLEAD\00045739.DOCv.1/CPP}
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FIGURA 4

Sintese de Boc-Val-Cit-PABE-SN38 (Método A)
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{Client Files\127\0004\PLEAD\00045739.DOCv.1/CPP}
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FIGURA 5§

Sintese de Boc-Val-Cit-PABE-SN38 (Método B)
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FIGURA 6

Sintese de PEG-carbamato-Lys(RGDC)-Val-Cit-PABE-SN38
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FIGURA 7

Sintese de ligante PEG carbamato heterobifuncional (NPys/acido carboxilico
ativado)
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onde PEG = PEG 4 bragos
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FIGURA 8

Sintese de BocPheLys(Fmoc)-NH-PABE-SN38
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FIGURA 9

LAHZIL L
24

Sintese de PEG-carbamato-Lys(Cys(RGDC))-Phe-Lys-PABE-SN38
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onde: HCI = HCl em dioxano

PEG = PEG 4 bragos

{Client Files\127\0004\PLEAD\00045739. DOCv.1/CPP}



10/13

FIGURA 10

Sintese de PEG-carbamato-Lys(Cys(N Pys))-Val-Cit-PAB-OH
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onde: Piperidine = Piperidina
4arm PEG = PEG 4 bragos
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FIGURA 11

Sintese de PEG-carbamato-Lys(Cys(RGDC))-Val-Cit-PAB-Dox
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onde: 4arm PEG = PEG 4 bragos
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FIGURA 12

Sintese de ligante PEG carbamato heterobifuncional (NPys/amina)
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FIGURA 13

Sintese de PEG-carbamato-Lys(folato)-Cys-S-Oligo
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RESUMO

A presente invengdo apresenta conjugados poliméricos direcionados — agentes
direcionadores contendo ligantes multifuncionais. Métodos para preparar os sistemas de

5 transporte poliméricos e métodos para tratar mamiferos utilizando os mesmos sio

também revelados.
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